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iAbstract (Dansk)
Fundet af gener associeret med de familiære former af Alzheimers Sygdom (AD)
og Parkinsons Sygdom (PD) gør det muligt at bruge genetiske modeller som
Drosophila Melanogaster.
Steroider er vist at have indflydelse på regulering og overlevelse af neuroner.
Dette samt tilstedeværelsen af kønsforskelle i forekomsten af begge sygdomme
har fået forskere til at undersøge neuroprotektive egenskaber af steroider i forhold
til AD og PD.
I Drosophila er 20-hydroxyecdysone (20E) det primære steroidhormon. I dette
projekt undersøges 20E’s effekt på overlevelse og motorisk evne hos en transgen
Drosophila model for AD (elav > Aβ42), en parkin mutant som model for PD, to
parkin RNAi-linier og w1118 som kontrol. Målet for det eksperimentelle arbejde
er at undersøge, hvorvidt indtagelse af 20E forlænger Drosophila modellernes
levealder og forbedrer deres motoriske evne. Endvidere undersøges ved qPCR,
hvorvidt steroidhormonniveauet hos Drosophila-modellerne er nedsat.
qPCR resultaterne for udtrykket af ecdysoninduserbare gener i elav > Aβ42
og w1118 tyder på, at fodringen med 20E i koncentrationen 10−4M har en virkning.
En signifikant forskel i qPCR resultaterne ses ved sammenligning af udtrykket
af det ecdysoninducerbare gen E75 i elav > Aβ42 og w1118 fodret på 20E-foder.
Dette tyder på, at niveauet af 20E er lavere i elav > Aβ42 fluerne sammenlignet
med w1118.
En gavnlig effekt målt i ændret levetid og motorisk evne gør sig imidlertid ikke
gældende ved den i projektet anvendte koncentration (10−4M). For elav > Aβ42
og w1118 viste overlevelsesdata en signifikant forkortelse i fluernes levetid på
20E-foderet i forhold til kontrolfoderet, mens den reducerede levetid hos parkin
modellerne ikke var signifikant.
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Abstract (English)
The discovery of genes associated with familial forms of Alzheimer’s disease (AD)
and Parkinson’s Disease (PD) makes it possible to use genetic models Drosophila
melanogaster.
Steroids have been shown to have an influence on the regulation and survival
of neurons. This fact, and the existence of gender differences in the prevalence of
both diseases, has led researchers to investigate the neuroprotective properties
of steroids compared to AD and PD.
In Drosophila 20-hydroxyecdysone (20E) is the principal steroid hormone.
In this project the 20E’s effect on survival and motor ability of a transgene
Drosophila model of AD (elav>Aβ42), a parkin mutant as a model of PD, two
parkin RNAi lines and w1118 as controls, is examined. The aim of the experimental
work is to investigate, whether the intake of 20E extends the life expectancy
and locomotor ability of the Drosophila models. Furthermore, it is investigated
by qPCR whether the levels of steroid hormone in the Drosophila models are
reduced.
The qPCR results for the expression of ecdysone inducible genes in elav >
Aβ42 and w1118 indicates that feeding with 20E at concentrations of 10−4M has
an effect. A significant difference in qPCR results is seen in the comparison of
the expression of the ecdysone inducible gene E75 in elav > Aβ42 and w1118 fed
the 20E feed. This suggests that the levels of 20E are lower in elav > Aβ42 flies
compared with w1118.
A beneficial effect in terms of extended life expectancy and improved locomo-
tor ability does not apply at the concentration used in the project (10−4M). With
respect to the elav > Aβ42 and the w1118 the survival data showed a significant
shortening of life span of flies fed 20E compared to the control diet, while the
reduced life expectancy of the parkin models were not significant.
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2 Indledning
Alzheimers Sygdom (AD, eng Alzheimer’s Disease) og Parkinsons Sygdom (PD,
eng Parkinson’s Disease) er de to hyppigst forekommende neurodegenerative
sygdomme, med Alzheimers Sygdom som den oftest forekommende (Ruipérez
m.fl., 2010). Ved neurodegenererende sygdomme ses selektivt, progressivt tab af
neuroner med deraf følgende kognitive, adfærdsmæssige og fysiske problemer, der
i sidste ende kan føre til patientens død (Hirth, 2010). For begge sygdomme gælder
det, at kun ganske lidt vides om sygdommenes ætiologi og at kun få procent af
tilfældene er familiære, mens størstedelen er sporadiske tilfælde (Paulson m.fl.,
2004a,b).
For nogle AD patienter giver acetylkolinesterasehæmmere og for nogle PD
patienter giver levodopa en begrænset symptombehandling, men der er den dag
i dag ikke fundet behandlinger, der gør andet end at forbedre symptomer. Ingen
kure er fundet (Hirth, 2010).
I familier med familiære former af de to sygdomme er fundet gener asso-
cieret med sygdommene. Fundet af gener associeret med de familiære former
af sygdommene gør det muligt at bruge genetiske modeller som Drosophila
melanogaster.
Steroider er vist at have indflydelse på regulering og overlevelse af neuroner.
Dette samt tilstedeværelsen af kønsforskelle i forekomsten af de begge to syg-
domme har fået forskere til at undersøge neuroprotektive egenskaber af steroider
i forhold til AD og PD (Bourque m.fl., 2009; Pike m.fl., 2009).
I Drosophila har steroidhormonet 20-hydroxyecdyson (20E) betydning for
nervesystemets udvikling (Robinow m.fl., 1993) og for processer såsom indlæ-
ring og hukommelse (Ishimoto m.fl., 2009). Mutationer i genet dare, der koder
for et enzym kritisk for steroid hormon biosyntese resulterer i degeneration
nervesystemet i Drosophila (Freeman m.fl., 1999).
Projektets overordnede problemstilling er hvorvidt steroidhormoner har en
neurobeskyttende effekt, således at disse beskytter mod udviklingen af de neur-
odegenerative sygdomme Parkinsons og Alzheimers Sygdom. Til belysning af
dette undersøges i dette projekt eksperimentelt ecdysons effekt på overlevelse
og motorisk evne hos Drosophila modeller for henholdsvis Alzheimers Sygdom
og Parkinsons Sygdom. Det eksperimentielle arbejdes hypoteser er hvorvidt
indtagelse af ecdyson forlænger Drosophila modellernes liv og om indtagelse af
ecdyson forbedrer den motoriske evne hos disse. Endvidere undersøges ved qPCR,
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hvorvidt steroidhormonniveauet hos Parkinson- og Alzheimermodelfluerne er
nedsat.
3 De neurodegenerative sygdomme
Alzheimer og Parkinson
3.1 Alzheimers Sygdom
Alzheimers Sygdom (AD, eng Alzheimer’s Disease) er den hyppigst forekommende
neurodegenerative sygdom (Ruipérez m.fl., 2010) og den hyppigst forekommende
demenssygdom (Paulson m.fl., 2004a). Hos patienter over 65 år udgør Alzheimer
omkring 50-60% af alle tilfælde af demens (Paulson m.fl., 2004a). Omkring 40.000
danskere anslås at være ramt af sygdommen (Czarna m.fl., 2006).
De neuropatologiske karakteristika for Alzheimers Sygdom (AD, eng. Alz-
heimers Disease) er områdespecifikke senile plaques bestående af aflejringer af
proteinet β-amyloid protein (Aβ) og intracellulære neurofibrillære tangels inde-
holdende hyperfosfoleret tau-protein (Paulson m.fl., 2004a; Blennow m.fl., 2006)
Deruover ses også aktivering af gliaceller associeret med inflammatorisk respons
og tab af både synapser og neuroner (Pike m.fl., 2009). En endelig diagnose kan
først stilles post mortom (Czarna m.fl., 2006).
Hippocampus regionen er den første del af hjernen, der bliver ramt, men
forandringerne breder sig senere ud til store dele af den cerebrale cortex (Paulson
m.fl., 2004a). Der ses atrofi af den mediale temporallap og senere mere diffus
atrofi af hjernen (Paulson m.fl., 2004a).
De fleste til fælde af AD er sporadiske, men en lille del udgøres af dominante
familiære former. George-Hyslop og Peter (2000) angiver at de familiære former
udgør cirka 10 %, mens andre angiver betydeligt lavere procenter foreksempel 1-3
% hos Paulson m.fl. (2004a). De tre gener identificeret som værende årsag til de
dominante, tidlige former for AD er alle associeret med dannelsen af Aβ. Generne
APP, PSEN1 og PSEN2 koder henholdsvis for amyloid precurser protein (APP)
, presenilin 1 og presenilin 2 (Blennow m.fl., 2006). APP giver, som navnet
antyder, ophav til Aβ. APP er et membranbunden protein (se figur 3.1). Det kan
nedbrydes via to veje, enten via den ikke-amyloidgene nedbrydningsvej med en
α-secretase af ADAM familien eller først med et enzym kaldet en β-secretase og
derefter med et enzym kaldet γ-secretase hvorved en aminosyresekvens på 40 eller
42 aminosyrer kaldet βamyloid (henholdsveis Aβ 40 eller Aβ42) fraspaltes (se
figur 3.1) (Blennow m.fl., 2006). Presinilin er det aktive site i det intramembranøse
proteasekompleks γ secretase, der udover presinilin består af nicastrin, PEN-2
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Figur 3.1: Figur efter Gandy (2005); Iijima-Ando og Iijima (2010)
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og APH-1 (se figur 3.1) (Blennow m.fl., 2006).
Alder er en risikofaktor for udvikling af AD. Prævalensen for sygdommen
stiger næsten eksponentelt fra under 1% af de 60-64 årige til 24% til 33% af folk
over 85 % (Blennow m.fl., 2006).
Den mest betydende risikofaktor for AD er genotypen apolipoprotein  E4.
Mens genotypen apolipoptrotein E  4 giver en øget risiko for udvikling af
sygdommen giver genotypen apolipotrotein E  2 en sænket risiko. Det står
stadig uvist om den øgede risiko for udviklingen af AD for apolipoprotein E  4
skyldes et tab af en beskyttende effekt, en vinding/opnåelse af en toksisk effekt
eller begge dele (Kim m.fl., 2009)
Køn er en risikofaktor for den sporadiske form idet AD ses lidt hyppigere hos
kvinder end hos mænd (Launer m.fl., 1999). Tilfælde blandt 1. grads slægtninge
er også en risikofaktor (Paulson m.fl., 2004a) og den genetiske baggrund spiller
en stor rolle idet arveligheden af den sporadiske form anslås i nogle studier til at
være næsten 80 % (Blennow m.fl., 2006). Folk med Downsyndrom har også øget
risiko for AD (Paulson m.fl., 2004a). Risikofaktorer for hjertekarsygdomme har
måske også en betydning, selvom mere forskning er nødvendigt (Blennow m.fl.,
2006; Paulson m.fl., 2004a)
Den såkaldte Amyloidhypotese, hvor ophobning af proteinet βamyloid42
(Aβ42) ses som den betydende faktor bag den videre AD patogenese (Hardy og
Selkoe, 2002), er generelt accepteret (Blennow m.fl., 2006).
Der forskes stadig i hvilken eller hvilke former for Aβ, der er de patogene
(LaFerla og Oddo, 2005).
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3.2 Parkinsons Sygdom
Parkinsons Sygdom (PD, eng. Parkinson’s disease) er den næsthyppigste neuro-
degenrative sygdom (Ruipérez m.fl., 2010) og den hyppigste neurodegenerativ
bevægeforstyrrelse (Hirth, 2010). Der er 5000-6000 Parkinsonspatienter i Dan-
mark (Paulson m.fl., 2004b).
Parkinsons Sygdom (PD) er karakteriseret ved progressiv degeneration af
dopaminerge(DA) cellekroppe i substantia nigra pars compacta (SNc), samt tab
af DA neuroner i andre af hjernens DA samlinger. Dertil kommer intraneurale
proteininklusioner kaldet Lewy Bodies (LBs) i de endnu levende neuroner i SN
og andre dele af hjernen (Lees m.fl., 2009).
De kliniske manifæstationer er Akinisi (manglende spontan motorik), bra-
dykinesia (langsomme bevægelser og besvær ved initiering), muskulær rigiditet,
tremor og postural instabilitet. Hos 30-80% opstår demens (Paulson m.fl., 2004b).
Alder er den væsentligste risikofaktor for PD (Wood-Kaczmar m.fl., 2006).
Cirka 1 % af en befolkning er ramt i 65 års alderen mens cirka 85 % er ramt i 85
års alderen (Wood-Kaczmar m.fl., 2006). Under 10 % rammes før 40 årsalderen,
mens debutalder ofte er mellem 50 og 70 år (Paulson m.fl., 2004b).
De fleste tilfælde menes at være sporadiske, mens kun 5 til 10 % tænkes at være
genetisk betinget. Både resisive og dominante arvegane er set i de familiære former
(Wood-Kaczmar m.fl., 2006). Derudover kan selektiv forgiftning doperminerge
neuroner med MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) en del af et
syntetisk morfikum give irreversibel parkinsonisme (Paulson m.fl., 2004b). Der
vides på nuværende tidspunkt kun ganske lidt om den biologiske funktion af
de gener, der på nuværende tidspunkt er identificeret som værende skyld i de
sjældne arvelige former for PD (Whitworth og Pallanck, 2008). Frem for at være
én sygdom er PD formentligt et symptomkompleks og kaldes af nogle Parkinsons
syndrom (se for eksempel Hardy m.fl. (2009)).
Proteinet α-synuclein ses i forbindelse med LBs (Wood-Kaczmar m.fl., 2006).
Punktmutationer i genet SNCA, der koder for α-synuclein har vist at give
autosomal dominant PD med debut i 50 års alderen. Derudover er der også
fundet familier med duplikationer og triplikationer af genet, hvilket også har ført
til PD. For folk med triplikationer ses sygdomsdebutten allerede i 30 årsalderen,
hvilket tyder på, at det er en egenskab ved den normale udgave af proteinet, der
fører til aggregering(Hardy m.fl., 2009).
Dominante alleler af genet for leucine-rich repeat kinase (LRRK2) er fundet
både i sene familiære former og i sporadiske tilfælde. Penetransen for patogene
alleler af både α-synuclein og LRRK2 er ikke fuldstændig (Wood-Kaczmar m.fl.,
2006).
Recessive alleler af parkin og PTEN-induced putative kinase 1 (PINK1 ) er
fundet i familier med autosomal recessiv juvenil parkinsonisme (AR-JP), der
er tidligt indsættende og uden Lewy Bodies. Mutationer i genet DJ-1 giver
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fænotyper lignende AR-JP, men om der indgår Lewy bodies i denne fænotype
vides ikke på nuværende tidspunkt (Hardy m.fl., 2009).
Flere loci associeret med PD er identificeret, men af disse er der endnu
ikke fundet det årsagsgivende gen eller genet er kun fundet i enkelte familier
(Wood-Kaczmar m.fl., 2006; Hardy m.fl., 2009).
Abnormal aggregering af proteiner, oxidative skader og mitokondriel dys-
kunktion er tre forskellige typer af cellulær dysfunktion, der pt menes at være
del af patogenesen i PD (Hirth, 2010). Hardy m.fl. (2009) argumenterer for,
at der formentligt er tale om flere patogeneseveje, idet det er vist, at der er
en mitokondrielpatogenesevej, mens patogenesen bag dannelsen af Lewy body
formentligt er en anden patogenesevej (Hardy m.fl., 2009).
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model for Alzheimer og Parkinson
Komplekse arvemønstre, mangel på tilstrækkelig familiære sygdomsinformationer
og stor heterogenitet i befolkningen gør det svært i større detalje at analysere
gener og proteiner identificeret som havende forbindelse til neurodegenererende
sygdomme. Med modelsystemer kan specifikke funktionelle aspekter af sygdoms-
relaterede gener og proteiner undersøges (Hirth, 2010).
Drosophila melanogaster er praktiske modeldyr, da de er små, meget fertile
og har en kort generationstid. Der er mange genetiske teknikker til rådighed og
Drosophilas genom er fuldt sekventeret (Leyssen og Hassan, 2007; Jeibmann og
Paulus, 2009).
Det er nemt og billigt at holde Drosophila, man kan nemt fremarvle et stor
antal af genetisk identisk afkom og den har en relativ kort levetid fra 40 til 120
dage afhængig af foder og stress niveau. Drosophila udviser kompleks adfærd
herunder læring og hukommelse styrret af en sofistikeret hjerne og nervesystem.
Det fulde Drosophila genom består af omkring 13,600 gener sammenlignet med
cirka 27,000 humane gener, placeret på kun fire par af kromosomer sammenlignet
med 23 par i mennesket (Hirth, 2010).
Der er kun cirka 200.000 neuroner i Drosophila, mens der er cirka 100
milliarder i mennesket. Drosophila’s centralnervesystem består hovedsageligt
af neuroner og gliaceller, og karakteristika som neurotransmitter systemer er
bevaret. Så selvom Drosophilas nervesystem er morfologisk forskelligt fra og af
mindre kompleksitet end det menneskelige, består det alligevel af de samme
basale byggeklodser (Leyssen og Hassan, 2007).
Der er meget stor lighed mellem proteinsekvenser i mennesket og Drosophila
(Rubin m.fl., 2000). Reiter m.fl. (2001) fandt ved søgning i genomet for Drosophila
modsvarende gener til 77 % af 929 humane sygdomsrelaterede gener (Reiter m.fl.,
2001).
Man skal være opmærksom på de forskelle, der er. Drosophila er en invertebrat
og vigtige faktorer i en given sygdom kunne tænkes at være vertebratspecifikke
(Jeibmann og Paulus, 2009). Whitworth og Pallanck (2008) skriver at det er
vigtigt at have realistiske forventninger til Drosophila modellerne. Ikke alle
fænotype karakteristika for Drosophila modeller for PD med tab af funktion af
proteinet svarer præcis til dem fundet i mennesker med PD. Imidlertid mener
9
10 Drosophila melanogaster som model for Alzheimer og Parkinson
Figur 4.1: Drosophilahjerne i kapsel. Optisk lap: grøn, Subesofageal ganglion:
gul, Antennal lobe: rød, Mushroom bodies: blå, Central kompleks: orange. Figur
efter Heisenberg (2003, s. 267)
de, at vi kan lære meget fra at studere disse fænotyper. Selvom de er forskellige
i udtryk kan de godt vise fælles koncerverede underliggende signalveje, der kan
lærer os noget om sygdommen (Whitworth og Pallanck, 2008).
Ved hjernesygdomme er det ofte den voksne Drosophilas hjerne og øje,
der bruges (Jeibmann og Paulus, 2009). Dele af hjernen kaldet the mushroom
bodies (se figur 4.1) er nødvendig for olfaktorisk indlæring og hukommelse og er
derfor oftest fokus for undersøgelser. De består af cirka 2500 neuroner med små
tætpakkede cellekroppe kaldet Kenyon celler (Jeibmann og Paulus, 2009).
Jeibmann og Paulus (2009) skriver, at brugen af Drosophila som model for
AD er en udfordring, da ikke alle elementer i brug i omdannelsen af APP er
bevaret i Drosophila (Jeibmann og Paulus, 2009). Nu vides det imidlertid at
Drosophila har en homolog til APP kaldet APP-like protein (dAPPL), en ortolog
Kuzbanian (Kuz) til α-secretase, et β-secretase-lignende enzyme (dBACE) og
alle komponenter af γ-secretase komplekset (se figur 4.2) (Iijima-Ando og Iijima,
2010). Carmine-Simmen m.fl. (2009) har vist at dBACE kan kløve APPL og at
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Figur 4.2: Drosophila melanogaster har homologer af APP samt enzymer, der
nedbryder dette. Figur efter Iijima-Ando og Iijima (2010, s. 246)
det til Aβ svarende fragment af APPL kan danne intracellulære fibriller, amyloid
aflejringer og forårsage neurodegeneration (Carmine-Simmen m.fl., 2009).
Den del af dAPPL der svarer til Aβ mangler signifikant homologi med det
menneskelige protein og β-secretase aktiviteten i Drosophila er meget lav (Iijima-
Ando og Iijima, 2010). Det synes derfor mere nærliggende at benytte nogle af
de transgene Drosophila modeller for AD udtrykkende de menneskelige gener,
hvilket derfor er valgt i dette projekt.
Der er 13 veldefinerede DA neuronsamlinger i den voksne Drosophila, heraf
seks symmetrisk placerede par i hver hemisfære PPM1, PPM2, PPM3, PPL1,
PPL2 og PAL samt en uparret samling VUM (se figur 4.3)(Wang m.fl., 2006). Det
vides ikke præcis via hvilke neurale kredsløb, men DA signalering i Drosophila er
som i mennesket involveret i motorisk kontrol. Med undtagelse af α-synuclein har
Drosophila homologer til de hidtil fundne PD associerede gener (Hirth, 2010).
Der er flere forskellige tilgange til Drosophila som model for PD. Der er
transgene αsyneclein modeller, sygdomsrelaterede gener LRRK2, PINK1, parkin
og farmakologiske modeller med pesticidet rotenone (Hirth, 2010).
Der er en enkel, ortolog udgave af det humane LRRK2 (CG5483) tilstede i
genomet for Drosophila. En mutation der forårsager tab af funktion for dette
gen er set, men da den mest almindelige form for LRRK2 -linked PD synes at
være en gain-of-function mutation, kan en linie med denne mutation ikke tjene
som modelorganisme for human LRRK2 -associeret PD. Liu m.fl. (2008) har
fremstillet transgene fluer med humant LRRK2. Overekspresion af LRRK2 fører
til retinal degenerering, selektivt tab af doperminerge (DA) neuroner, mindsket
klatreaktivitet og tidlig død (Liu m.fl., 2008).
Det er studiet af PINK1 - og parkin Drosophilamodeller, der har ført til viden
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Figur 4.3: Dopamin neuron samlinger i den voksne Drosophila melanogaster.
Figur efter Whitworth m.fl. (2005, s. 8025)
om, at dysfunktion i disse proteiners fælles signalvej kan føre til mitokondriel
dysfunktion (Hirth, 2010; Hardy m.fl., 2009). I dette projekt ses på en parkin-
mutant linie samt to parkin RNAi-linier som modeller for PD.
4.1 Transgen βamyloid Drosophila
Iijima-Ando og Iijima (2010) skriver, at deres transgene Aβ42 Drosophila model
udmærker sig ved progressiv, global neurodegeneration og udbredt intracellulær
akkumulering af Aβ42 (Iijima-Ando og Iijima, 2010). Valget er derfor faldet på
denne model, der ydermere forholder sig specifikt til følgerne af udtrykket af
Aβ42.
4.1.1 Transgen βamyloid genotype
Iijima m.fl. (2008) klonede en Aβ42 sekvens med en preproenkephalin signalse-
kvens ind i en pUAST vektor og injiserede denne ind i Drosophila embryoner af
typen w1118(isoCJ1) (Iijima m.fl., 2008).
GAL4 genet koder for transkription aktivator proteinet Gal4. Gal4 binder
specifikt til en promoter region sekvens kaldet UAS (Upstream Activation Se-
quence) og aktiverer gentranskription. Ved brug af fluelinier med vævsspecifikt
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Figur 4.4: Gal4/UAS systemet. Figur efter Brand og Perrimon (1993, s. 402)
Gal4 udtryk, kan opnås vævspecifikt udtryk af et ønsket gen, se figur 4.4. Et
givet gen indsat nedstrøms for UAS aktiveres kun i de celler og væv, hvor Gal4
udtrykkes (Brand og Perrimon, 1993).
Ved krydsning af linien UAS-Aβ42 med en linie med den pan-neurale elavGal4C155
driver opnås en Drosophila-linie med udtryk af det menneskelige protein Aβ42 i
alle neuroner (Finelli m.fl., 2004; Iijima m.fl., 2004).
4.1.2 Transgen βamyloid fænotype
Iijima m.fl. (2008) så forkortet levetid elav-Gal4>UAS-Aβ42 fluer (Iijima m.fl.,
2008). På figur 4.5 ses levetid for elav-Gal4>UAS-Aβ42 hanfluer sammenlignet
med en elav-Gal4 kontrol. Dertil kommer at der sås motoriske problemer i de
ældre fluer målt ved undersøgelse af klatreevne (Iijima m.fl., 2008) (Se nærmere
om klatretest i afsnit 7.4).
I en alder af 10 dage, hvilket var inden de motoriske problemer gav sig til
udtryk, sås hukommelsesproblemer for både han- og hunfluer. Dette testede Iijima
m.fl. (2008) ved en Pavlovsiansk olfaktorisk associativ læringstest, hvor fluerne
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Figur 4.5: Forkortet levetid for fluer, der udtrykker Aβ42 i Iijima m.fl. (2008).
elav-Gal4>UAS-Aβ42/Y : Aβ42, margenta, elav-Gal4c155/Y : Kontrol, sort.
Figur efter Iijima m.fl. (2008, s. 3)
blev udsat for elektroschock, mens de duftede til octanol eller methylcyclohexanol
og derefter blev udsat for den anden duft uden elektroschock. Fluerne blev testet
en time efter træningen, hvor de fik valget mellem de to dufte (Iijima m.fl., 2008).
Fluerne elav −Gal4 > UAS −Aβ42 udviste visse kønsforskelle med højere
niveau af Aβ udtryk i hanfluer end i hunfluer og tilsvarende stærkere fænotyper
(Iijima m.fl., 2008). Dette skyldes formentligt placering af elav − Gal4 på X
kromosomet, der kan give forårsage dosis kompensation (Iijima m.fl., 2008,
2004). I Drosophila sker dette ikke som i pattedyr ved inaktivering af det ene X
kromosom i celler i hunnerne, men der imod ved fordobling af transkriptionen af
gener på hannernes X kromosom. Det ene X kromosom i hannerne producerer
lige så meget RNA som de to X kromosomer i hunnerne (Baker og Belote, 1983).
4.2 En Drosophila parkin mutant
Loss-of function mutationer i et gen på kromosom 6 i det humane genom er
associeret med sygdommen Autosomal recessive juvenile parkinsonism (AR-JP),
der er en tidligt indsættende form af Parkinsons Sygdom (PD). Genet er derfor
blevet navngivet parkin og dets polypeptid produkt er kaldes Parkin (Kitada
m.fl., 1998).
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Patologien for AR-JP ligner idiopatisk PD med tab af nigrale og locus
coeruleus neuroner, men AR-JP mangler dannelse af Lewy bodies (Kitada m.fl.,
1998)
Polypetidet Parkin har et N-terminal ubiquitin-lignende domæne, to carboxy-
terminal ring-finger motifs og et derimellem ring-finger domæne. Parkin fungerer
som en E3 ubiquitin protein ligase (Kitada m.fl., 1998).
Mutationer i det humane gen PINK1 er fundet i familier med AR-JP (Valente
m.fl., 2004) ligesom der i andre familier med AR-JP er fundet mutationer i
parkin (Kitada m.fl., 1998). PINK1 er ved cellekultur studier blevet lokaliseret
til mitokondrierne (Valente m.fl., 2004). Fænotypekarakteristika for PINK1
mutanter er meget lig fænotypen for parkin mutanter (Park m.fl., 2006). Øget
udtryk af parkin redder ifølge Park m.fl. (2006); Clark m.fl. (2006) til en hvis
grad PINK1 fænotype, men ikke omvendt. Dette tyder på at parkin virker i
samme signalvej som PINK1 og at parkin virker efter PINK1 (Park m.fl., 2006;
Clark m.fl., 2006).
4.2.1 Genotype for parkin mutanten park25
Greene m.fl. (2003) har ved søgning i Drosophila genomet fundet et enkelt
gen, der kan være en Drosophila parkin ortolog (Greene m.fl., 2003). park25 er
en blandt flere Drosophila linier, som Greene m.fl. (2003) har fremstillet med
såkaldte nul alleler, der har deletioner i Drosophila homologen til parkin således
at store dele af den kodende sekvens af parkin er fjernet (se figur 4.6) (Greene
m.fl., 2003). Ved brug af en linie parkEP (3)LA1 med en indførsel 72 bp opstrøms
for parkin start kodonet og behandling af denne med transposaser under forhold,
der farvoriserede deletioner i nærheden af indsætningsområdet, fik Greene m.fl.
(2003) fremstillet disse nulallel parkin mutanter. Modsat kromosomet bærende
parkin mutationen brugte de et deletionskromosom (Df(3L)Pc-MK), der blandt
andet mangler parkin genet (Greene m.fl., 2003).
4.2.2 park25 fænotype karakteristika
Greene m.fl. (2003) skriver, at parkin mutanterne typisk kommer ud af pupperne
en dag forsinket i forhold til tilsvarende kontrolfluer (Greene m.fl., 2003). Deres
gennemsnitlige levetid er i Greene m.fl. (2003) 27 dage sammenlignet med 39
dage hos kontrolfluerne. Ingen af park25 overlever mere end 50 dage, mens
konrolfluerne overlever op til 75 dage (Greene m.fl., 2003).
Han park25 fluerne er sterile. Der ses defekter sent i udviklingen af spermati-
derne. Nogle specialiserede, mitokondrieafledte strukturer kaldet Nebenkern er
forandrede (Greene m.fl., 2003).
Både de park25 homozygote og de transheterozygote med Df(3L)Pc-MK
deletions kromosomet har en partiel penetrant vingefænotype, hvor vingerne er
mere nedaddrejede (se figur 4.7). Penetransen er stigende med alderen, idet der
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Figur 4.6: Deletionen i park25 samt to andre parkin-mutanter (Greene m.fl.,
2003, s.4080)
Figur 4.7: Nedaddrejet vingefænotype hos parkin mutanter. A og A’ er 1 dag
gamle kontrolfluer (parkrvA/DK(3L)Pc-MK ), mens B og B’ er aldersmatchede
park25(park25/DK(3L)Pc-MK )(Greene m.fl., 2003, s.4081)
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blandt fluer, der lige er kommet ud af pupperne, er 40%, der har den abnormale
fænotype, mens 70% af de 10 dage gamle fluer udviser fænotypen (Greene m.fl.,
2003).
Der ses ændringer i de myofibrilære Z-linier og sarkomerlængder i de større
muskler, som fluerne bruger til at flyve med. Dette er dog varierende hos par-
kin mutanterne hos Greene m.fl. (2003), mens opsvulmede mitokondrier med
svær disintegration af kristae ses i alle deres parkin mutanter. Forandringer i
mitokonrierne ses allerede i puppestadiet (Greene m.fl., 2003).
Både klatre- og flyveevne er nedsat hos parkin mutanterne i Greene m.fl.
(2003). Ved sammenligning af den alderens betydning for klatre- og flyveevne
for mutanterne og kontrolfluerne ses stort set samme progressionsrate, hvilket
indikerer, at mutanterne har reducerede evner allerede ved starten af deres voksne
liv (Greene m.fl., 2003).
Greene m.fl. (2003) fandt ingen større neuroanatomiske forskelle eller forskelle
i antallet af dopaminerge neuroner ved imunofarvning for tyrosin hydroxylase
(Greene m.fl., 2003). Whitworth m.fl. (2005) lavede en mere præcis kvantificering
af antallet af dopaminerge (DA) neuroner og fandt en signifikant reduktion i
antallet af DA neuroner i den protocerebral posterior laterale 1 (PPL1) samling
af DA neuroner sammenlignet med kontrolfluer. Denne forskel er ikke synlig i det
sene puppestadie, mens den ses hos 1 dag gamle fluer og endnu tydeligere hos 20
dage gamle fluer ved sammenligning med alders matchede kontroller. Da CNS
er fuldt udviklet i det sene puppe stadie tolker Whitworth m.fl. (2005) dette
som at der er tale om et progredierende tab af DA neuroner i PPL1 clusteren i
den voksne parkin mutant Drosophilahjerne. Der ses ikke forskelle i antal af DA
neuroner i de andre samlinger af DA neuroner (Whitworth m.fl., 2005).
4.3 RNAi parkin linier
Gal4/UAS systemet (se figur 4.4) kan også benyttes til at forårsage reduktion i
genudtryk ved RNA-mediated interference (RNAi). Ved RNAi forårsager dobbel-
strenget RNA (dsRNA), at endogent messenger RNA (mRNA) med matchende
sekvens bliver nedbrudt. Gal4/UAS systemet kan bruges til at udtrykke dsRNA
mod et gen af hvilket man ønsker at hæmme udtrykket (Duffy, 2002).
daughterless-Gal4 driveren udtrykker Gal4 i mange af Drosophilas væv. Den
er af andre benyttet til PINK1 -RNAi (se Wang m.fl. (2006)).
Alt efter hvor UAS − park − RNAi sekvensen er indsat i Drosophila, kan
der forekomme forskelligt udtryk af RNAi sekvensen.
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egenskaber af steroider
Ved både Alzheimers Sygdom (AD, eng. Alzheimer’s Disease) og Parkinsons
Sygdom (PD, eng. Parkinson’s Disease) ses kønsforskelle i forekomst. Kvinder
har en øget risiko for AD sammenlignet med mænd (Launer m.fl., 1999) og
incidencen for sygdommen fortsætter med at stige hos kvinder efter de er fyldt 90
år, mens den hos mænd aftager (Ruitenberg m.fl., 2001). Derimod er incidensen
for PD hos mænd ifølge en metaanalyse af Wooten m.fl. (2004) 1,5 gange større
end hos kvinder (Wooten m.fl., 2004). Disse kønsforskelle har fået forskere til at
se nærmere på de steroide kønshormoner (Bourque m.fl., 2009; Pike m.fl., 2009)
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Tab af østrogener og progesteron ved menopausen menes at være associeret
med den forhøjede risiko for AD i post-menopausale kvinder (Pike m.fl., 2009).
Rosario m.fl. (2009) ser significant lavere niveauer af (E1), 17βøstradiol (E2) og
testosteron (T ) i en gruppe af kvinder fra 80 år op (Rosario m.fl., 2009).
Sobow m.fl. (1999) viste at der i en gruppe af 45 kvindelige AD patienter med
sen AD og uden familie historie af AD var en signifikant korrelation imellem alder
for menopause og debutalder for AD symptomer. De viste altså en sammenhæng
mellem alder for menopause og alder for debut af sporadisk AD (Sobow m.fl.,
1999).
Dehydroepiandrosterone (DHEA) og sulfat esteren af denne (DHEAS) er det
mest udbredte steroid i cirkularionen i mennesket. DHEA udskilles af binyrerne.
Foruden dette syntetiseres det også de novo fra kolesterol i hjernen (se figur 5.1)
og er dermed et neurosteroid (Mo m.fl., 2006). Syntese af steroidhormoner ud fra
kolesterol kræver fjernelse af nogle eller alle carbonatomer i kolesterols sidekæde.
Denne fjernelse af sidekæden finder sted i mitokondrierne i steroiddannende
væv (Nelson og Cox, 2005). I et studie af Aldred og Mecocci (2010) viser de,
at plasmakoncentrationen af DHEA er signifikant reduceret i AD patienter
sammenlignet med jævnaldrende kontroller (Aldred og Mecocci, 2010).
Luchetti m.fl. (2009) har vist ved Quantitative RT-PCR (qPCR) at mRNA
niveauer for diazepam binding inhibitor (DBI), som er indvolveret i det første trin
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af steroidsyntesen, samt mRNA for enzymerne aromatase, 17b-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1 (HSD17B1) og aldo-keto reductase 1C2 (AKR1C2), der
bruges i synthesen af steroider, var forhøjet i prefrontalt cortex i sene stadier af AD
(Luchetti m.fl., 2009). Dette tyder altså på en opregulering af steroidbiosyntesen
i det prefrontale cortex af AD patienter, samt et skift hen imod østrogener, idet
aromatase omdanner androgener til østrogener (Luchetti m.fl., 2009). Der kan
altså godt ses et generelt fald i steroider, mens der samtidigt ses opregulering af
den lokale steroidsyntese i dele af hjernen.
For PD viser et studie af Ragonese m.fl. (2006) en signifikant korrelation
imellem alder for menopause og alder for frembrud af PD symptomer, samt
længde af fertilitetsperiode og alder for frembrud af PD (Ragonese m.fl., 2006).
Luchetti m.fl. (2010) undersøger neurosteroid biosyntese i substantia nigra
(SN), caudate nucleus (CN) og putamen (PU) hos PD patienter. Syv PD patienter
sammenlignes med syv kontroller. Ved brug af qPCR har de fundet nedregulering
af mRNA for to enzymer 5a-reduktase type 1 (5a-R1) og sulfotransferase 2B1
(SULT2B1), som medvirker i biosyntesen af neurosteroider. SULT2B1 katalyse-
rer omdannelsen af pregnenolone og dehydroepiandrosterone (DHEA) til deres
sulfaterede estere (PS og DHEAS). Luchetti m.fl. (2010) skriver, at størrelsesor-
denen af nedreguleringen af mRNA for 5a-R1 er større end hvad, der ville kunne
forklares ud fra graden af tab af store neuroner i SN. I CN er 3a-hydroxysteroid
dehydrogenase type 3 (3a-HSD3) derimod opreguleret (Luchetti m.fl., 2010). I
et tidligere studie af Luchetti m.fl. (2006) ser de et signifikant lavere niveau af
mRNA for 5a-R1 i lymfocytter fra PD patienter akompagnieret af at et signifi-
kant lavere niveau af 3a,5a-tetrahydroprogesterone og 5a-dihydroprogesterone i
plasma og CSF (Luchetti m.fl., 2006). Der er altså tilsyneladende forandringer i
steroidsyntesen både systemisk og i hjernen af PD patienter, men ændringerne
er ikke ens, da syntesen tilsyneladende er nedreguleret i SN og opreguleret i CN.
Ændringerne i steroidsyntesen i AD og PD patienter er altså ikke entydige.
Luchetti m.fl. (2009, 2006, 2010) kommer med nogle foreslag til hvilke ændringer
i steroidsyntesen, der kunne tænkes at være kompensatoriske, beskyttende foran-
dringer, og hvilke, der kunne tænkes at være del af patogenesen for henholdsvis
AD og PD. Hvad der står klart er imidlertid, at der forekommer ændringer.
Hvorvidt østrogenbaseret hormonterapi er beskyttende mod AD er da også
stadig kontroversielt (Pike m.fl., 2009). Der er studier, der har vist en forsinkelse
i frembrud og en reduktion af risiko for udvikling af AD i hos kvinder, der
har taget postmenopausalt østrogentilskud. For eksempel har Tang m.fl. (1996)
fulgt 1124 initialt raske, ældre kvinder og så at de kvinder, der havde taget
østrogentilskud i forbindelse med menopausen havde lavere risiko for AD (Tang
m.fl., 1996).
Også i forbindelse med PD tyder et studie af Currie m.fl. (2004) på en
gavnlig effekt af postmenopausalt østrogentilskud, idet der i dette studie sås en
lavere risiko for at udvikle PD hos kvinder, der havde taget postmenopausalt
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Figur 5.1: Kønssteroid biosyntese. AKR1C, aldo-keto reductase 1C; CYP11A1,
cytochrome P450scc; CYP17A1, cytochrome P450c17A1; CYP21A2, cytochrome
P450c21B; DBI, diazepam binding inhibitor;DOC,deoxycorticosterone; 5a-DH-
DOC, 5a-dehydro-doxycorticosterone;DHEA, dehydroepiandrosterone; 5a-DHP,
5a-dehydroprogesterone; HSD3B, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase;HSD17B,
17b-hydroxysteroid dehydrogenase; STAR, steroid acute regulator; SRD5A, 5a-
reductase; SULT, sulphotransferase; STS, steroid-sulphatase; 3a5a-THDOC,
3a 5a-tetrahydro-deoxycorticosterone; 3a5a-THP, 3a5a-tetrahydroprogesterone;
TSPO, 18 kDa translocator protein
østrogentilskud, end hos kvinder, der ikke havde (Currie m.fl., 2004).
Resultaterne vedrørende hormonterapi er imidlertid ikke entydige. Et rando-
miseret, dobbeltblændet, placebo-kontrol studie af cirka 4500 kvinder i alderen
65 til 79 år i The Women’s Health Initiative Memory Study (WHIMS), viste
at hverken østrogen alene eller i kombination med progestin forbedrede den
kognitive formåen. For østrogen givet sammen med progestin var der ligefrem en
signifikant forhøjet risiko for udvikling demens (Coker m.fl., 2010)
Gillies og McArthur (2010) argumenterer for at fundamentale forskelle i
organisering og normal fysiologi af visse regioner i den mandlige og den kvindelige
hjerne er medvirkende til modtageligheden for sygdomme og formentligt også
evne til at respondere på hormonterapi (Gillies og McArthur, 2010).
Gillies og McArthur (2010) skriver at østradiols positive effekt i kvinder kunne
skyldes indvirkning på normal doperminerg transmission i de overlevende celler,
men at det ligeledes kunne skyldes mere generelle neuroprotektive mekanismer,
der forhindrer celledød og at disse mekanismer kan være forskellige(Gillies og
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McArthur, 2010). Skyldes den formodede beskyttende effekt af estrogener i
forhold til AD og PD estrogeners indvirkning på sygdomsspecifikke mekanismer
eller er der tale om indvirkning på de formodede mere generelle neuroprotektive
egenskaber?
Mekanismerne af steroidhormoner er komplekse og kan variere med dosis,
virkningssted og køn. Steroider kan både have genomisk og nongenomisk effekt
alt efter hvilke receptorer de binder til. For østrogen findes to forskellige nukleare
receptorer ERα og ERβ. Ved binding af en ligand til disse undergår de konforma-
tionsændring med efterfølgende homo- eller heterodimerisering og translokeres til
nukleus, hvor de virker som transskriptionsfaktorer. ERα og ERβ kan også sidde
associeret med plasmamembranen og igangsætte nongenomisk signalering. Dertil
kommer at en G-protein-koblet receptor ligledes menes at kunne fungere som en
membranbunden ER (Bourque m.fl., 2009). I de følgende to afsnit gennemgås
et par eksempler på mulige neuroprotektive egenskaber af steroider i forhold til
AD og PD.
5.2 Mulige neuroprotektive mekanismer i forhold til
Alzheimer
Kønssteroider er blevet undersøgt i forbindelse med identificeringen af faktorer,
der kunne tænkes at regulere Aβ ophobningen eller påvirke de neurodegenerative
egenskaber af Aβ (Pike m.fl., 2009) I forskning vedrørende steroidhormoner har
der i forbindelse med AD hidtil været mest fokus på østrogener Pike m.fl. (2009).
Aβ inducerer apoptose af neuroner direkte. I artiklen af Yao m.fl. (2005) ses
det, at Aβ signifikant reducerer udtrykket af de antiapoptotiske proteiner Bcl−w
og Bcl−xL, der begge er medlemmer af Bcl-2 familien af apoptoserelaterede
proteiner. Frigivelse af second mitochondrion-derived activator of caspase (Smac)
går forud for celledød. Aβ induceret neuronapoptose er karakteriseret ved dette.
Yao m.fl. (2005) ser, at hæmning af Bcl-w fremmer frigivelsen af Smac, mens
overekspression af Bcl-w hæmmer frigivelsen af Smac. De ser også, at Aβ hurtigt
aktiverer c-JunN-terminal kinase (JNK) og at farmakologisk inhibering af JNK
effektivt inhiberer Bcl-w downregulering, Smac frigivelse og neurondød (Yao m.fl.,
2005). Også andre studier viser, at JNK signalvejen er et nødvendigt element i
Aβ induceret celledød (Troy m.fl., 2001).
I et senere studie af Yao m.fl. (2007) ser de at E2 både opregulerer det
antiapoptotiske Bcl-w og nedregulerer et proapopototisk protein Bim via en
Østrogenreceptor(ER)afhængig vej og inhiberer Aβ induceret aktivering af JNK
og dermed inhiberer JNK-afhængig nedregulering af bcl-w og opregulering af bim
og frigivelse af Smac, se figur 5.2 (Yao m.fl., 2007). Yao m.fl. (2007) kommer frem
til dette ved både at se på E2 påvirkning af neuronudtryk af medlemmer af Bcl-2
familien under normale forhold og under påvirkning af Aβ. Undersøgelserne fore-
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Figur 5.2: To mulige neuroprotektive reaktioner på E2. Den optrukne linie viser
E2 opregulering af Bcl–w og nedregulering af Bim via ER under normale forhold,
mens de stiblede linier viser E2 hæmning af Aβ aktiveret JNK signalvej under
toksisk påvirkning af Aβ. Bcl-w og Bim påvirker frigivelse af Cytochrome C
(Cyt C) og second mitochondrion-derived activator of caspase (Smac), der videre
har indflydelse på neuronoverlevelse. Figur efter Yao m.fl. (2007, s. 1431)
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går i cerebrocortical neuron kulturer. E2 påvirker ikke niveauer af fosforylerede
JNK proteiner eller total JNK proteiner under normale forhold uden Aβ, men
modvirker til en hvis grad den Aβforskyldte fosforyleringen af JNK. Ved hjælp
af en ER antagonist ICI 182,780 viser de at E2 regulering af udtrykket af bcl-w
og bim er ER afhængig, da denne hæmmede både E2 påvirkning under normale
forhold og under Aβ påvirkning (Yao m.fl., 2007).
E2 påvirkning af udtrykket bcl-w og bim både ved og uden tilstedeværelsen af
Aβ er et eksempel på et steroids generelle påvirkning til overlevelse af neuroner
samt en modvirkning af specifikke AD relaterede skader.
5.3 Mulige neuroprotektive mekanismer i forhold til
Parkinson
Indvirkningen af cirkulerende kønshormoner på det intakte eller delvist skadede
NSDA system synes ifølge Gillies og McArthur (2010) at være centreret om
aktivitet snare end overlevelse af de endnu eksisterende neuroner (Gillies og
McArthur, 2010). DA systemer i både hypotalamus og ekstrahypotalamiske
regioner af hjernen, der kontrollerer bevægelse og adfærd, påvirkes ifølge Sánchez
m.fl. (2010) i mennesker og dyr af de steroide kønshormoner (Sánchez m.fl.,
2010).
Med hensyn til DA receptorer er der karakteriseret fem DA receptor under-
typer, hvoraf østradiol er set modulerende tre af disse (Sánchez m.fl., 2010). I
et studie af rotter med ovariektomi ser Bossé og Paolo (1996) for eksempel en
formindskning i densiteten af DA receptor undertyperne D1 og D2 i striatum.
Ved behandling med østradiol i to uger genoprettedes densiteten af D2, men ikke
densiteten af D1 (Bossé og Paolo, 1996).
Densiteten af receptorerne D2 og D1 skulle også være set varierende i løbet
af menstrutionscyklussen (Sánchez m.fl., 2010). Imidlertid ser for eksempel et
studie af Nordström m.fl. (1998) ikke forskel i D2 i forskellige perioder af fire
raske kvinders cyklus (Nordström m.fl., 1998).
JNK er formentligt ligeledes aktiv i PD og blokering af JNK signalveje kan
tænkes at have terapeutisk effekt (Peng og Andersen, 2003). Et studie af Wang
m.fl. (2009) anvendes den ovenfor omtalte JNK inhibitor SP600125 i en MPTP-
induceret PD mussemodel. Ved anvendelse af SP600125 ses en dæmpning i tabet
af DA neuroner og forbedret motorisk funktion i mussemodellen (Wang m.fl.,
2009). Nogle af de samme neuroprotektive egenskaber beskrevet for AD kan
altså tænkes at virke i PD og omvendt.
I næste kapitel ses på ecdysons virkning i den voksne Drosophila melanogaster.
I forlængelse af ovenstående skal det bemærkes, at JNK signal vejen er bevaret i
Drosophila og parkin er en inhibator af denne. DA neurontabet i parkin mutanter
er JNK afhængigt (Cha m.fl., 2005)
6 Ecdyson i den voksne Drosophila
melanogaster
6.1 Dannelse og signalvej for ecdyson
Ecdyson og dets metabolitter kaldes generelt for ecdysteroider og er de eneste
steroidhormoner hos Drosophila melanogaster. 20-hydroxyecdyson (20E) er den
aktive metabolit af steroid hormonet ecdyson (Tricoire m.fl., 2009). 20E er i
samspil med juvenil hormon (JH) en vigtig regulator af insekters udvikling og
styrer herunder larveudvikling og overgangen fra larve til puppestadiet (Riddiford
og Truman, 1993).
Man har længe troet at ecdyson kun blev produceret i de prothorakiske kirtler
i ikke voksne insektstadier, men det vides nu, at ecdysonbiosyntese forekommer i
andre væv foruden de protorakiske kirtler og hormonet spiller en rolle også efter
metamorfosen. I voksne hunfluer er ovarierne det primære produktions sted. I
haninsekter synes testes også at være i stand til at danne ecdysteroider (Marchal
m.fl., 2010). Tricoire m.fl. (2009) skriver dog, at produktionsstedet i den voksne
han Drosophila er ukendt (Tricoire m.fl., 2009). Flere cytochrome P450 enzymer
er indvolveret i biosyntesen af 20E (se figur 6.1) (Warren m.fl., 2006).
En gruppe gener kaldet Halloween familien koder for fem enzymer,spook
(spo), phantom (phm), disembodied (dib), shadow (sad) og shade (shd), der
er nødvendige for biosynhesen af 20E udfra kolesterol (se figur 6.1). Phm og
Spo er microsomale proteiner, det vil sige at de virker i forbindelse med det
endoplasmatiske reticulum. De tre sidste enzymer i dannelsen af 20E Dib, Sad
og Shd er lokaliseret til mitokondrierne (Huang m.fl., 2008).
Ecdyson kan binde til nukleare receptorer kaldet ecdyson receptorer (EcR),
der danner en heterodimer med en anden nuklear receptor ultraspiracle (USP),
hvorefter komplekset EcR/USP virker som en ligandaktiveret transkriptionsfaktor
EcR findes i tre isoformer EcR-A, EcR-B1, og EcR-B2. Isoformerne har en fælles
carboxylende indeholdende DNA- and ligand-bindende domæner, men adskilder
sig i deres aminoterminal (Talbot m.fl., 1993). Klassisk virker steroider via
nukleare reseptorer som EcR/USP, imidlertid kan det tænkes at mange af de
hurtige respons på steroider sker via en nongenomisk vej. I Drosophila er fundet en
G-protein-komblet receptor (DmDopEcR), der reagerer hurtigt på både dopamin
og ecdysteroider ecdyson og E20 (Srivastava m.fl., 2005).
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Figur 6.1: Flere cytochrome P450 enzymer er involveret i hydroxylerings reaktio-
ner i biosyntese og metabolisme af ecdyson og 20-hydroxyecdyson. Figur efter
Warren m.fl. (2006, s.319)
At 20E er vigtig i udviklingen og styrer udviklingen af de fleste væv i
Drosophila er generelt accepteret (Warren m.fl., 2006). Blandt andet er 20E med
til at forme nervesystemet via neuronernes udtryk af de forskellige isoformer af
EcR (Robinow m.fl., 1993)(Truman m.fl., 1994). Det er imidlertid begrænset,
hvad der vides om funktionen af ecdysonsignalering i den voksne Drosophila
(Ishimoto m.fl., 2009) (Tricoire m.fl., 2009). Ecdyson er tilstede i den voksne
Drosophila melanogaster uden signifikante forskelle i generelle koncentrationer
de to køn imellem (Handler, 1982). Studier indikerer, at ecdysonsignalering sker
i voksne Drosophila og at det sandsynligvis er involveret i endokrin regulering af
deres fysiologiske og adfærdsmæssige tilstand i respons på det ydre og det indre
miljø (Ishimoto og Kitamoto, 2010). Ved hjælp af fluelinier med mutationer i
EcR eller i gener vigtige for steroidsyntesen samt fodringsforsøg med 20E har
studier klarlagt påvirkning af levetid (Simon m.fl., 2003)(Tricoire m.fl., 2009),
indlæring (Ishimoto m.fl., 2009)(Freeman m.fl., 1999), søvnmønstre (Ishimoto og
Kitamoto, 2010) og oogenesis (Terashima m.fl., 2005).
6.2 Ecdyson og oogenesis
Som nævnt er ovarierne det vigtigste ecdysonproducerende væv i den voksne
hun Drosophila. De protorakiske kirtler, der er ecdysonproducerende i larven,
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undergår apoptose under metamorforsen. Ovarierne udtrykker genetshade, hvilket
koder for en hydroxylase, der konventerer ecdysone til 20E. Ligeledes er genet
defective in the avoidance of repellents (dare) udtrykt i ovarierne (Freeman m.fl.,
1999), hvis produkt spiller en rolle i syntesen af steroid hormoner. I Drosophila
koder dare genet for en Drosophila homolog til adrenodoxin reduktase (AR),
som er den eneste kendte elektrondoner til mitokondrielle cytochrom P450.
Alle velkarakteriserede insektecdysteroider indeholder hydroxylgrupper, som
mitokondrielle P450 menes at påsætte (Freeman m.fl., 1999). I ovarierne kan
ecdysteroider både syntetiseres og aktiveres (Terashima m.fl., 2005).
Oogenesis reguleres i Drosophila af ecdyson og JH. Hvis hunfluerne sulter
stoppes oogenesen og støtteceller (nurse cells) undergår apoptosis. Ved ecdyste-
roid injektioner og tilførsel af JH ses henholdsvis inducering og undertrykkelse af
apoptose (Terashima m.fl., 2005). Terashima m.fl. (2005) har set på koncentratio-
ner af ecdysteroider i hele kroppe, haemolymfe og ovarier på fluer under normal
næringsforhold og sultende fluer og fandt en øgning af 20E koncentrationen
hos de sultende fluer, hvilket tyder på at ecdysonbiosyntesen øges som svar
på sultning for at regulere antallet af æg, der produceres under sådan forhold
(Terashima m.fl., 2005).
6.3 Ecdysonpåvirkning af nervesystemet
6.3.1 Ecdysonsyntese og neurodegenererende fænotyper
Null mutanter af dare genet når ikke voksenstadiet. I Freeman m.fl. (1999) viser
de, at en mutant med mild reduktion i udtrykket af dare udviser reduceret undvi-
gelsesadfærd i forhold til visse lugte. I mutanter med større reduktion i udtrykket
af dare ses tilsyneladende en normal udvikling af det voksne nervesystem, men
både dele af hjernen og dele af thorax delen af nervesystem undergår degeneration
med synlige i mikroskopet voksende vakuoler. Disse neurodegenrative fænotyper
redes ved transgen dare (Freeman m.fl., 1999).
6.3.2 Ecdysonsignalering og hukommelse
I artiklen af Ishimoto m.fl. (2009) undersøger forfatterne hvorvidt steroidhor-
moner induceret af miljøstimuli har en rolle i reguleringen af hukommelse i den
voksne Drosophila. Ishimoto m.fl. (2009) benytter en test, der ser på parrings
adfærdsindlæring. Drosophila hanner sættes sammen med uimodtagelige, ikke-
jomfrulige hunner i en periode, hvorefter de som følge af dette nedtoner deres
parringsadfærd også i forhold til modtagelige jomfruelige hunner. Efter en times
træning forekommer indlæring, der dog kun kan ses i fluernes adfærd nogle få
timer efter træningen, mens der efter syv timers træning dannes hukommelse, der
kan ses i adfærden i hvert fald fem dage efter, altså såkaldt langtids hukommelse
(LTM eng. long-term memory)(Ishimoto m.fl., 2009).
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Træning i paringsadfærds hukommelse fører til en øgning af 20E niveauet
i voksne han Drosophila. Ishimoto m.fl. (2009) viser, at der sker en signifikant
stigning i koncentrationen af 20E i hanfluer efter syv timers træning. For en
fluelinie, der ikke er i stand til at opregulere 20E (heterozygote for Dominant
temperature-sensitive 3, DTS-3/+, holdt ved 25 0C), ses ikke LTM efter syv
timers træning. Resultaterne sammenlignes med vildtype fluer af linien Samar-
kand, der har samme grundniveau af ecdyson. At der er sammenhæng mellem, at
LTM ikke dannes og den manglende stigning i 20E koncentrationen, underbygges
yderligere af, at DTS-3/+ fluerne udviser LTM, hvis de bliver fodret med 20E
under den syv timers træning(Ishimoto m.fl., 2009).
Eksogen administrering, det vil sige fodring med 20E, har enten en positiv
eller en negativ effekt på parringsadfærds LTM afhængig af i hvilken kontekst
20E gives til fluerne. Fem timers træning er normalt ikke nok til at forme LTM
hos hanfluerne. Imidlertid kan hanfluer, der er blevet fodret med 20E under den
fem timers træning, forme LTM, hvilket tyder på, at 20E her har en forstærkende
effekt på hukommelsen. Hvis fodringen med 20E ikke er under træningen kan
dette imidlertid forstyrre eller slette dannelsen af LTM under en syv timers
træning (Ishimoto m.fl., 2009).
Funktionel ecdysonsignalering i de voksne neuroner under træningsperioden
er nødvendigt for LTM. Ishimoto m.fl. (2009) viser med en temperatur sensitiv
fluelinie at paringsadfærds LTM ikke påvirkes af en 50 % reduktion i udtrykket
af ecdyson receptor EcR under udviklingsstadiet, men at det påvirkes, hvis
reduktionen sker i voksenstadiet (Ishimoto m.fl., 2009).
I et studie af Ganter m.fl. (2007) undersøges fluer med temperatursensitive
alleller af EcR, hvor der forekommer reduktion af EcR-aktivitet ved visse tem-
peraturer. Hos hanfluerne så de en øget mængde af han-hanflue paringsadfærd,
en adfærd der normalt ikke ses hos modne voksne Drosophila. De tolker dette
som at ecdysonesignalering har en betydning for initiering af parringsadfærd
(Ganter m.fl., 2007). Sammenholdt med resultaterne i Ishimoto m.fl. (2009) kan
det diskuteres om ecdysonsignalering påvirker initiering af parringsadfærd, LTM
eller hvad forholdet mellem initiering af parringsadfærd og hukommelse er.
6.3.3 Ecdyson og søvn
Af artiklen af Ishimoto og Kitamoto (2010) fremgår det, at hun-Drosophila
melanogaster af typen Canton-S fodret på diæter indeholdende forskellige kon-
centrationer af 20E udviste en øgning af søvn med en dosis afhængig respons.
Dette gav sig til udtryk i længere søvn perioder, men ikke i mindsket aktivitet
under de vågne perioder. Effekten af 20E var anderledes i hanfluer, idet der
kun fremkom en effekt ved de lave administrerede koncentrationer (0.01 og 0.1
M) og ikke ved den højeste koncentration (1 M)(Ishimoto og Kitamoto, 2010).
Hos DTS-3/+ hunner, der ved 25 oC har en lavere E20 koncentration, sås en
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mindre total mængde søvn, kortere søvn perioder, længere vågne perioder og
større vågen aktivitet. Disse forskelle kunne næsten udjævnes ved tilførsel af 20E
i maden til disse hunner (Ishimoto og Kitamoto, 2010). Ishimoto og Kitamoto
(2010) ser også på EcR-mutanter, der også udviser mindre søvn, men ikke udviser
større vågen aktivitet og ikke i samme grad kan redes med 20E i foderet. Ved
krydsning af en linie med mushroom bodies (MBs) specifik GeneSwitch driver
(MB-GS-Gal4) med UAS linier specifikke for de tre EcR isoformer (UAS-EcR-A,
UAS-EcR-B1, UAS-EcR-B2) opnåede Ishimoto og Kitamoto (2010) fluer, der
isoformspecifikt overudtrykte EcR i MBs (se MBs på figur 4.1. Denne del af
Drosophilas hjerne er vigtig for indlæring og hukommelse (Jeibmann og Paulus,
2009)). GeneSwitch proteinet er et Gal4 modificeret protein, der kun genkender
og aktiverer UAS-afhængig transgener i nærværelsen af RU, som kan tilsættes
fluernes mad. Fluer, der overudtrykte EcR-A eller EcR-B1, sov mere, mens
overudtryk af EcR-B2 kun gav en lille effekt (Ishimoto og Kitamoto, 2010).
Ishimoto og Kitamoto (2010) undersøgte EcR og DTS-3 mutanters reaktion
på frarøvelse af søvn. Der sås kønsforskelle, idet EcR mutant hunner og DTS-3
mutanter udviste en lavere grad af kompensatorisk søvn i de 12 timer efter en
søvnfrarøvelse, mens EcR mutant hanner udviste en større grad af kompensatorisk
søvn end kontrollerne (Ishimoto og Kitamoto, 2010). Vildtype fluer havde øget
koncentration af 20E efter 12 timers søvnfrarøvelse. 20E synes altså at have en
indflydelse på en søvnhomeostase i Drosophila (Ishimoto og Kitamoto, 2010).
6.4 Ecdyson og livslængde
Ecdyson signalering har indflydelse på livslængden af Drosophila med køns-
specifikke forskelle (Simon m.fl., 2003; Tricoire m.fl., 2009). Simon m.fl. (2003)
viser at både han- og hunfluer heterozygote for en mutation i genet for EcR
(EcRV 559fs/+) lever længere end de tilsvarende kontroller. Disse mutanter udvi-
ser derudover øget modstand mod stressfaktorer som oxidative stress, varme og
sult. Fluerne udviser større aktivitet, så den øgede livslængde skyldes ikke en
sænkning i aktivitetsniveau. Fertiliteten syntes heller ikke nedsat.
For mutanter heterozygote for DTS-3, som er vigtig for biosyntesen af ecdyson
og hvor ecdysonniveauet er sænket hos hunnerne og fertiliteten ligeledes, viser
Simon m.fl. (2003), at hunnerne har en øget livlængde. DTS-3/+ hannerne,
hvis ecdosteroidniveau ikke er påvirket, har en upåvirket livlængde (Simon m.fl.,
2003) Ændringen i DTS-3/+ hunnernes livslængde forsvinder, hvis disse holdes
på en diæt indeholdende 20E, hvilket viser at effekten kan tilskrives nedsat 20E
produktion (Simon m.fl., 2003).
Tricoire m.fl. (2009) observerer et klokkeformet respons af livslængde hos
Drosophila hanner i forhold til EcR aktivitet. Tricoire m.fl. (2009) benytter et
RU486 (RU) inducible-GeneSwitch system til at inaktivere EcR (Tricoire m.fl.,
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2009). En mild, generel inaktivering af EcR i hanfluer forlænger livslængden,
mens en højere grad af inaktivering mindsker livslængden (Tricoire m.fl., 2009).
I modsætning til dette viser Tricoire m.fl. (2009) at en mild, inaktivering af EcR
i mange af vævene i hun Drosophila mindsker disses livlængde (Tricoire m.fl.,
2009). Der er altså ved sammenligning af Simon m.fl. (2003) og Tricoire m.fl.
(2009) tilsyneladende modstridende fakta med hensyn til ecdysonsignalerings
betydning for livslængden af Drosopila melanogaster hunner. I Simon m.fl. (2003)
var der imidlertid tale om egentlige EcR mutanter, der således også var påvirket
under udviklingen eller DTS-3 hunner, hvor det er biosyntesen af ecdyson, der
påvirkes. Tricoire m.fl. (2009) kunne med det RU inducible GeneSwitch system
inaktivere EcR i de voksne fluer gennem en diæt tilsat RU.
6.5 Sammenfatning om ecdyson og den voksne Drosophila
Ecdysteroidsignalering har betydning for den voksne Drosophila. Resultaterne er
ikke entydige som det for eksempel ses ved forskellene mellem resultaterne hos
Simon m.fl. (2003) og Tricoire m.fl. (2009) vedrørende ecdysons indflydelse på
livlængden af Drosophila hunner. Ligeledes ses der flere steder kønsspecifikke
forskelle som for eksempel i påvirkning af livslængde ved inaktivere EcR og i
fænotypiske forskelle i grundniveauer af ecdysteroider i DTS-3 mutanter. Men
som beskrevet i kapitel 5 Mulige neuroprotektive egenskaber af steroider er det jo
blandt andet kønsforskelle i forekomst af AD og PD, der har skærpet interessen
vedrørende steroidhormoner. At ecdysonsignalering har indflydelse på livslængde
og hjernefunktion i Drosophila, parametre som påvirkes i AD og PD såvel hos
mennesker som i Drosophila modeller af de to sygdomme, står i hvert fald
forholdsvist klart.
7 Materialer og eksperimentel
metode
7.1 Fluelinier
Jeg har i projektet foretaget en RNAi-analyse med parkin RNAi-linier og en
mutantanalyse med en parkin mutantlinie og en transgen Aβ42 mutant linie.
RNAi-analysen blev udført med to park RNAi linier krydset med da-Gal4,
• UAS −RNAipark#104363 × da−Gal4 (da > RNAiP 1) og
• UAS −RNAipark#47636 × da−Gal4 (da > RNAiP 4),
samt en kontrol, der var et kryds mellem w1118 og da−Gal4,
• w1118 × da−Gal4 (da > +)
Se afsnit 4.3 for forklaring af RNAi princippet. Linien med Gal4 driveren
da−Gal4 kom fra Michael O’Conner, w1118, UAS−RNAipark#104363 og UAS−
RNAipark#47636 kom fra Vienna Drosophila RNAi Center. Ved RNAi-analysen
benyttedes hanner.
Ved mutantanalysen benyttedes hunner af mutantgenotypen
• park25/park25 (park25)
som model for Parkinsons Sygdom (se afsnit 4.2 for beskrivelse af genotype og
fænotype). Fluelinien park25/TM6B, som er bærer af genmutationen park25 og
med TM6B som balancekromosom, er fra Leo Pallancks laboratorium, University
of Washington som benyttet i Greene m.fl. (2003).
Som model for Alzheimers Sygdom benyttedes en transgen fluelinie udtryk-
kende proteinet βamyloid 42
• UAS −Aβ42w × elav −Gal4c155 (elav > Aβ42)
Se afsnit 4.1 for beskrivelse af genotype og fænotype. Fluelinien UAS − Aβ42w
er fra K Iijima, Thomas Jefferson University, som benyttet i Iijima m.fl. (2008).
NOTE:ELAV-GAL4?
Som rask kontrol benyttedes
• w1118 (w1118).
Egentlig ville jeg først have benyttet en yw linie. Imidlertid viste det sig, at
fluerne i den første opsætning af yw som kontroller var blevet syge og jeg var
derfor nødsaget til at sætte w1118 op som kontrol i stedet.
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7.2 Kultiveringsforhold
Fluerne blev holdt ved 25 oC, under en 12-timers-lys:12-timers-mørke cyklus,
på en foder bestående af majsmel, gær og agar. Fluerne blev holdt i rør med
diameter 25 mm og højde 100 mm og med 3 g mad svarende til 3 mL mad i
hvert rør. Maden blev skiftet hver anden til tredie dag.
Foderet tilsat 20-hydroxyecdyson (20E) (Millipore) havde en koncentration
på 10−4 M 20E. Lige inden madskiftet blev rørene indholdende den nye foder
opvarmet i vandbad til 40 oC. Derved blev maden tilstrækkelig blød til at der
kunne tilsættes 100 µL af en 3 mM 20E opløsning i 96 % ethanol. Maden og
opløsningen blev blandet grundigt manuelt. Kontrolmaden blev behandlet på
samme måde, men blev blot tilsat 100 µL 96 % ethanol.
7.3 Levetidsanalysen
7.3.1 Forsøgsopstilling
Til levetidsanalysen blev, der af hver fluelinie i mutantanalysen indsamlet ti
rør med 25 fluer i hvert rør. For hver af linierne blev fluerne i fem af rørene
fodret med foder tilsat 20E, mens fluerne i de resterende fem rør blev fodret
med kontrolfoder. Fluerne var 0 til 2 dage gamle ved indsamlingen. På grund
af problemer med at en del af park25-mutanterne døde i puppestadiet, samt at
det tog noget tid at få UAS −Aβ42w linien hjem og opformeret, kunne det ikke
nås inden for projektets tidsramme at opformere fluerne i tilstrækkelig grad til,
at alle fluer kunne indsamles på samme dag. Således er park25 indsamlet til fire
forskellige datoer, mens elav > Aβ42 er indsamlet til to forskellige datoer. w1118
kontrollerne blev alle indsamlet til samme dato.
I RNAi-analysen blev alle fluer indsamlet til samme dato i en alder af 0 til 1
døgn. Her opstilledes fire rør med 20 fluer af hver genotype. To af rørrene blev
fodret med foder tilsat 20E, mens de to andre blev fodret med kontrolmaden.
Fluerne blev overfør til rør med ny mad hver anden til tredie dag. Ved disse
lejligheder noteredes ligeledes antallet af døde fluer i de enkelte rør og om disse
blev overført til de nye rør. På baggrund af dette kunne antallet af levende fluer
til observationstidspunkterne beregnes.
7.3.2 Overlevelsesdata
Overlevelseskurver er lavet på baggrund af data, der måler tidsperioder fra en be-
givenhed til en anden begivenhed indtræffer. Til udformning af overlevelseskurver
kan standard statistiske metoder ifølge Bewick m.fl. (2004) sjældent bruges, da de
underliggende data sjældent er normalfordelt og data ofte indeholder oplysninger,
der er censorerede (Bewick m.fl., 2004). Ved censoreret data kendes det præcise
tidspunkt for en begivenheds indtræffen ikke. I dette studie er startbegivenheden
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fluernes indsamling og overførsel på henholdsvis kontrolmad og 20E-mad ved 0
til 2 dages alderen. Slutbegivenheden i analysen er fluernes død, men da antal
døde er opgjort hver anden til trediedag og vi kender derfor ikke det præcise
dødstidpunkt (eksakt kendt data), men derimod blot det interval på to eller tre
døgn, hvor en given flue er død. Data af denne type kaldes intervalcensoreret
(Zhang og Sun, 2010). Hvis en flue var i live til dag 6, men død til dag 8, kendes
ikke det præcise dødstidspunkt, men blot, at det er sket i det halvåbne interval
]6, 8]. Ydermere er intervallerne ikke ens for alle fluer, idet grupperne er blevet
sat op på forskellige datoer og observationstiderne skiftende mellem hver anden
og hver tredie dag derfor har gjort, at de er blevet tjekket til forskellige dage i
deres liv. For en anden flue, der var observeret i live på dag 6, men død på dag
9, kunne intervallet derfor for eksempel være ]6, 9].
Et specielt tilfælde af censoreret data er højrecensoreret data. Her kendes et
tidspunkt hvor fluerne var i live, men det vides ikke hvornår eller om slutbegi-
venheden, fluernes naturlige død, er indtruffet. Nogle data i dette projekt er af
denne slags, idet nogle af fluerne udgik af studiet, da de ved overførsel til ny mad
enten blev mast i løs mad eller fløj væk og det således ikke vides hvornår de ville
have haft en naturlig død. Dertil kommer at nogle af w1118 fluerne ikke var døde
ved studiets afslutning. Der er derudover nogle fluer, hvis udgang af forsøget ikke
er blevet noteret. Dette kan skyldes, at de er undsluppet ved overførsel til frisk
mad eller er blevet overset siddende fast i maden. Da det ikke vides til hvilket
tidspunkt disse er forsvundet, er de taget med som højrecensoreret data til den
tid de sidst vides at have været i live.
En del af artiklerne opgiver ikke tydeligt hvad statistik de har benyttet
til udformning af overlevelseskurver (se blandt andre (Iijima m.fl., 2008)). En
del artikler henviser til at de har brugt beregning af Kaplan-Meier estimat til
udformningen af overlevelseskurver (Bayersdorfer m.fl., 2010) og en hypote-
setestningsmetode kaldet Log rank til sammenligning af overlevelseskurverne
(Bayersdorfer m.fl., 2010; Finelli m.fl., 2004). Disse metoder er udformet til
overlevelsesdata der er kendt eksakt og derudover eventuelt kan indeholde højre-
censoreret punkter. Hvis intervallerne er små sammenlignet med studiets samlede
længde, kan man vælge at analysere data, som var begivenheden sket på et
specifikt tidspunkt i intervallet. Ellers bør andre metoder egentlig tages i brug
(Armitage m.fl., 2002, s.587). En iterativ metode af Turnbull, der ligner Kaplan-
Meier og en metode, der ligner log rank beskrevet i Zhang og Sun (2010), men
de er ikke del af standard statistikprogrammer. Hvis der ses bort fra, at data
er observeret med forskellige størrelse intervaller på 2 og 3 døgn, kan der gøres
en antagelse om tidsintervaller af størrelsen 2 til 3 døgn er tilstrækkelig små.
Imidlertid er der stadig en problemstilling vedrørende overlapning af intervaller.
Hvis inddelingen af observationsperioderne havde været enten ens eller at
ingen af intervallerne, hvor der forekommer dødsfald, overlappede, ville der være
tale om en særlig undergruppe af intervalcensoreret data, nemlig gruppeinddelt
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data for hvilke, der ikke er helt de samme metodiske problemer (Zhang og
Sun, 2010). Finelli m.fl. (2004) har foretaget Log-Rank test på baggrund af
overlevelsesdata observeret hver anden til tredie dag (Finelli m.fl., 2004).
I RNAi-analysen er alle fluer fra samme dato og er derfor blevet observeret
døde eller i live til samme dage i deres liv. I mutantanalysen er de 125 w1118 fluer
på foder tilsat 20E og de 125 w1118 på kontrolfoder alle fra samme dato. Altså kan
jeg behandle hele sættet af w1118 data som grupperede data og vil derfor både
kunne beregne Kaplan-Meier estimat og foretage en LogRank test til indbyrdes
sammenligning af w1118 på 20E-foder og kontrolfoder. Som det fremgår ovenfor
indgår kun overlevelsesdata for en kategori i udformningen af Kaplan-Meier
overlevelseskurven for den enkelte kategori. For elav > Aβ42 fluerne er alle de
125 fluer på 20E-foderet fra én dato, mens alle de 125 elav > Aβ42 fluer på
kontrolfoder er fra en anden dato. Internt i elav > Aβ42 på 20E-foder er der
altså ingen overlappende intervaller og det samme gælder internt i elav > Aβ42
på kontrolfoder. Ved udformningen af overlevelseskurverne kan jeg se isoleret
på data for de forskellige fluekategorier og behandle disse som grupperede data.
Data for park25 på henholdsvis 20E- og kontrolfoder er mere opdelt, men der er
dog 75 fluer på 20E-foder fra en dato og 75 fluer på kontrolfoder fra en anden
dato. På baggrund af disse data har jeg udformet overlevelseskurverne med
Kaplan-Meier metoden i afsnit 8.1.
7.3.3 Overlevelseskurver: Kaplan-Meier og Log Rank
Kaplan-Meier estimatet er en metode til at beregne overlevelses funktionen
S(t). S(t) er defineret som sandsynligheden for at overleve mindst til tiden t.
Kaplan-Meier bygger på ideen om at sandsynligheden for at overleve k eller flere
tidsintervaller er et produkt af de obseverede overlevelsesrater (pi) for hver af de
foregående perioder (Bewick m.fl., 2004):
S(k) = p1 × p2 × p3 × . . .× pk
Hvis ri er antallet af individer i live ved begyndelsen af perioden og di er antallet
af dødsfald i perioden, da er pi givet ved:
pi =
ri − di
ri
Hvis der forekommer højrecensoreret data i intervallet, altså individer, der var
observeret i live i starten af intervallet, men for hvilke det ikke vides, om de er
døde eller i live i slutningen af intervallet, beregnes først pi for de ikke-censorerede
data. Overlevelsesandelen til tidspunkter med censoreret data vil være 1 (Bewick
m.fl., 2004).
Et approksimat for standardafvigelsen (SE) for Kaplan-Meier estimatet kan
beregnes som
SE(i) = S(i)
√
(1− S(i))/Y (i)
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Hvilket er regnemæssigt simpelt og ifølge Andersen og Væth (1984) et godt skøn.
Et approksimativt 95% konfidensinterval kan kan da beregnes som:
S(t)− 1.96SE(S(t)) ≤ S(t) ≤ S(t) + 1.96SE(S(t))
Dette indtegnes på grafen for overlevelseskurven.
Til sammenligning af to forskellige overlevelseskurver kan nulhypotesen
undersøges ved en statistisk hypotese test kaldet log rank test. Egentligt bør
data være kontinuert eller ordinal (Swinscow og Campbell, 2002), dvs. man skal
kunne ordne („rank“) data. Her er det problematisk at dataintervallerne for
grupper, der ønskes sammenlignet, overlapper. For sammenligning af data i RNAi-
analysen og for sammenligning af w1118 på henholdsvis kontrol- og 20E-foder
i mutantanalysen burde det, hvis der ses bort fra de varierende tidsintervaller,
være muligt.
Teststørrelsen for Log Rank er tilnærmelsesvis χ2 fordelt med frihedsgrad
1 og kan beregnes ud fra de totale observerede antal af begivenheder i de to
grupper (O1 og O2) og det samlede forventede antal (E1 og E2):
χ2(logrank) = (O1 − E1)
2
E1
+ (O2 − E2)
2
E2
Hvor E2 beregnes ved:
E2 =
∑
(di
ri
r2i)
og E1 efterfølgende kan findes som n− E2
Resultaterne ses i afsnit 8.1. Beregningerne er foretaget ved brug af Excel og
MatLab.
7.4 Klatreanalyse
En klatreanalyse eller negativ geotaxis test er af andre blevet anvendt til motorisk
undersøgelse både af transgene Drosophila modeller for Alzheimers Sygdom (se for
eksempel Crowther m.fl. (2005)) og Drosophila mutant modeller for Parkinsons
Sygdom (se for eksempel Liu m.fl. (2008)). Det grundliggende princip er det
samme for alle artiklerne, idet et antal fluer placeres i et rør, de bankes forsigtigt
ned i bunden af røret og antallet af fluer, der i løbet af et givet tidsrum klatrer
over en hvis højde i røret, tælles (Liu m.fl., 2008; Friggi-Grelin m.fl., 2003;
Crowther m.fl., 2005; Scherzer-Attali m.fl., 2010). Klatreafstand og tidsrum
varierer imidlertid fra artikel til artikel lige fra, at fluerne for eksempel får 20
sekunder til at klatre 3 tommer (=7.6 cm) i artiklen af Crowther m.fl. (2005),
mens de får 10 sekunder til at kravle 12,5 cm i artiklen af Liu m.fl. (2008).
Antallet af fluer i klatrerørret varierer ligeledes fra 10 i Scherzer-Attali m.fl.
(2010) til 60 i Liu m.fl. (2008).
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Analysen blev i dette projekt foretaget med 10 fluer for hver diæt og genotype.
Fluerne var aldersmatchede, udvalgt tilfældigt, bedøvet med CO2 og havde haft
30 til 60 minutters opvågning fra bedøvelsen inden testen. Klatreøvelsen blev
gentaget flere gange med de samme ti fluer per gang. Øvelsen blev optaget på
video og kunne derefter aflæses til 5, 7, 10 og 15 sekunder. Klatreøvelsen foregik
i et rør med diameteren 25 mm og en streg 7 cm fra bunden (se figur A.2 i
Appendiks).
Til analyse af observationerne er valgt som Friggi-Grelin m.fl. (2003) at se
på gennemsnittet af observationerne og standard afvigelse for disse.
7.5 Quantitative real time polymerase chain reaction
Til brug til quantitative real time polymerase chain reaction (qPCR) og un-
dersøgelse af antallet af dopaminproducerende neuroner (DA neuroner) blev
fluer fra mutantanalysen indsamlet og behandlet på samme måde som fluerne til
levetidsanalyse.
På dag 17, da fluerne var 17 til 19 dage gamle blev 3 prøver med 3 fluer
i hver homoganiseret for henholdsvis w1118 og elav > Aβ42 , mens der kun
blev homoganiseret en enkel prøve af park25 grundet færre levende eksemplarer
tilbage.
Fra prøverne oprensedes RNA, cDNA blev fremstillet, en reverse og en
fremadrettet primer blev tilsat for hver af generne og PCR blev kørt for 40 cykler
med cybergreen, der binder til dobbelstrenget DNA, som farve.
PCR reaktionen blev kørt med primere for de ecdysoninducerbare gener
E74A, E74B, E75A og E75B (E74A og E74B i et samlet primersæt, E75A og
E75B i to forskellige (Rewitz m.fl., 2010)) og primere for spook (spok) og phantom
(phm) (McBrayer m.fl., 2007), der som beskrevet i afsnit 6.1 koder for enzymer,
der medvirker i dannelsen af ecdyson. Som reference gen benyttedes primere for
rpL23 kodende for ribosomal protein rpL23 (McBrayer m.fl., 2007). Kun E74,
E75B og rpL23 gav resultater og blandt disse nåede ikke alle et tilstrækkeligt
PCR produkt niveau i løbet af 40 PCR cykler. Smeltekurver blev tjekket for
homogenitet af produkt.
Til analyse af det relative genudtryk ud fra PCR data kan ∆−∆CT metoden
benyttes (Livak og Schmittgen, 2001). CT står for tærskelcyklus og aflæses som
den PCR-cyklus, hvor mængden af amplificeret DNA når en fastsat tærskelværdi.
Da mængden af DNA i teorien fordobles per PCR-cyklus, sker amplificeringen
eksponentiel og kan beskrives med:
Xn = X0(1 + EX)n,
hvor Xn er antallet af molekyler ved cyklus n af reaktionen, X0 er mængden
ved PCR reaktionens begyndelse og EX er effektiviteten af amplificeringen. Ved
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tærskelcyklussen for amplificeringen af molekyle X (CT,X) er dette da:
XT = X0(1 + EX)CT,X = KX ,
Ligeledes kan reaktionen skrives op for et internt kontrolgen eller referencegen
R:
RT = R0(1 + ER)CT,R = KR,
Referencegenet er i dette tilfælde rpl23. Mængden af DNA XT normaliseres i
forhold til RT ved at dele XT med RT :
XT
RT
= X0(1 + EX)
CT,X
R0(1 + ER)CT,R
= KX
KR
= K
K kan afvige fra en på grund af blandt andet probe egenskaber (Livak og
Schmittgen, 2001). Det antages at effektiviteterne EX og ER er den samme:
EX = ER = E,
X0
R0
(1 + E)CT,X−CT,R = K,
Og med omdøbning af den normaliserede mængde X0R0 til XN og differensen
CT,X − CT,R til ∆CT fås
XN (1 + E)∆CT = K
XN = K(1 + E)−∆CT
For en hver prøve q ses på forholdet af denne størrelse i forhold til en kalibrator-
prøve cb:
XN,q
XN,cb
= K(1 + E)
−∆CT,q
K(1 + E)−∆CT,cb
= (1 + E)−∆∆CT
Hvor −∆∆CT er (−∆CT,q)−(−∆CT,cb). Hvis amplificeringen sker med 100%
vil effektiviteten være 1. Her regnes i stedet med en effektivitet på 90%, hvorfor
effektiviteten er 0.9. Altså kan mængden af det ønskede DNA normaliseret i
forhold til en intern reference og relativ til en kalibrator beregnes som:
1.9−∆∆CT
Som nævnt ovenfor var det kun muligt at aflæse CT for E74, E75B og rpL23
og blandt disse nåede ikke alle et tilstrækkeligt PCR produkt niveau i løbet af
40 PCR cykler. For w1118 og elav > Aβ42 på 20E-foder, hvor alle tre prøver gav
læseligt resultat har jeg tilladt mig at beregne gennemsnit, standardafvigelser og
foretage en Student’s t test selvom der kun er tale om tre prøver.
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7.6 Immunohistokemifarvning af dopaminproducerende
neuroner og 4,,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI)
farvning af cellekerner
Til dissektion af hjerner benyttedes fluer fra de samme rør, som der blev taget
fluer fra til qPCR. På dag 18, da fluerne var 18 til 20 dage gamle, blev 5 til 6
fluer af hver genotype og på hver type foder dissekeret.
Til dissektionen blev fluerne i live fastgjort med en nål i et bad af PBS.
Hjernen blotlages med pincetter, men frigjores ikke fra thorax. Vinger og ben
blev taget af med pincet og thorax med den frigjorte hjerne blev lagt i et Ependorf
rør med fikseringsvæske.
Til fiksering benyttedes 4% formaldehyd opløst i PBS. Efter disekering af 5
til 6 fluer af en given type blev disse fikseret under rotation i 25 minutter ved
stuetemperatur. Derefter fjernedes fikseringsvæsken og vævet blev vasket først
en hurtig gang i 0.1% TritonX-100 i PBS (PBT) og derefter tre gange i PBT
under rotation i 10 minutter.
Vævet inkuberedes med primær antistof anti-Tyrosine Hydroxylase (Milli-
pore) til farvning af dopaminproducerende neuroner ved 4 0C under rotation
natten over. Dagen efter fjernedes opløsningen med det primære antistof og og
vaskeproceduren med en hurtig vask og tre vaske af 10 minutter under rotation
ved stuetemperatur blev gentaget. En opløsning med 1:1000 af det sekundære
antistof Alexa Fluor© 555 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen) i PBT blev tilsat.
Vævet blev inkuberet med det sekundære antistof i to timer ved stuetemperatur
tildækket med folie.
Det sekundære antistof blev taget fra og vaskeproceduren blev gentaget.
Ved anden vask blev tilsat en opløsning af 1:500 DAPI til generel farvning af
cellekerner. Efter det sidste vaskevand var fjernet blev vævet overført til en 80%
glycerol/PBT opløsning.
Hjernerne blev frigjort fra torax og anbragt på objektglas i 80% glycerol/PBT.
Til mikroskopering benyttedes et konfokalt fluorescens mikroskop Leica TCS
SP5 med et 20x våd-objektiv. Af udvalgte hjerner blev taget billeder til Z
stakke med 1-2 µm intervaller. Farvningen var ikke lykkedes tilstrækkeligt til
at alle dopaminneuroner kunne identificeres, men udvalgte billeder medtaget og
beskrevet under Resultater.
7.7 Timingsforsøg
Ved timingsforsøg indsamles aldersmatchede larver og deres forpupning obser-
veres. Timingsforsøg for fluerne i RNAi-analysen og park25/TM6B i mutant-
analysen er blevet foretaget. Derudover er et timingsforsøg for park25/TM6B
foretaget med fodring af nogle af larverne med 20E for at modvirke den forventede
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forsinkelse i forpupning af park25 mutanterne.
For timingsforsøget for RNAi-analysen blev aldersmatchede larver af hver
genotype indsamlet i tredie larvestadie. RNAi krydsene da > RNAiP 1 og
da > RNAiP 4 havde ingen synlig forsinkelse i deres udvikling i forhold til
kontrollen da > +.
For timingsforsøget for park25/TM6B og park25-mutanterne uden brug af
20E blev et antal aldersmatchede larver opsamlet i deres tredie larvestadie og
deres forpupning blev monitoreret. For timingsforsøget, hvor nogle af larverne
blev fodret med 20E, blev larverne indsamlet i deres andet larvestadie.
Resultaterne er ikke medtaget i resultatafsnittet. For begge forsøg med
park25/TM6B blev det statistiske grundlag for lavt, idet der var for få park25/park25
mellem de udvalgte larver. At bemærke er dog, at en park25/park25 i forpup-
ningsforsøget uden 20E havde forpuppet sig med en forsinkelse på under 12 timer
og altså ikke var forsinket de forventede 24 timer.
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8 Resultater og diskussion af
resultater
8.1 Levetid
For Kaplan-Meier overlevelseskurverne for mutantanalysen (figur 8.1) ses det
overordnet, at w1118 lever længst, park25 lever kortest og elav > Aβ42 fluerne
har overlevelseskurver liggende inde imellem disse. Middellevetiden for w1118 på
20E-foder er dag 53 (95%CI=dag 47 til 56), mens den for w1118 på kontrolfoder
er dag 68 (95%CI dag 65 til dag 68). For elav > Aβ42 på kontrolfoder er
middellevetiden 37 (95%CI=dag 34 til 40) og på 20E-foder 25 (95%CI=dag 22 til
25)For park25 på kontrolfoder er middellevetiden 16 (95%CI=dag 12 til 20) og på
20E-foder er den 14 (95%CI=dag 9 til 20). Den kortere levetid for elav > Aβ42
fluerne sammenlignet med w1118 viser, at elav-Gal4 har drevet UAS −Aβ42 i
de transgene elav > Aβ42 fluer.
Der ses ikke den store forskel på forløbet af overlevelseskurverne for park25
på 20E-foder og på kontrolfoder (se figur 8.1). Både kurverne og deres 95%
konfidensintervaller lapper ind over hinanden. Udfra kurverne for både elav >
Aβ42 og w1118 ses derimod, at fluerne af disse genotyper klarer sig signifikant
bedre på kontrolfoder end på foder tilsat 20E. I det meste af kurvernes forløb er
disse uden overlappende konfidensintervaller. Fluerne på kontrolfoder har altså
signifikant større sandsynlighed for at være i live end fluerne på 20E foder. Log
Rank testen for sammenligning af w1118 på 20E foder og på kontrolfoder giver
p << 0.001.
For RNAi-analysen ligger overlevelseskurverne væsentligt tættere end for
mutantanalysen (se figur 8.2). For da > RNAiP 1 på kontrolfoder er middelleve-
værdien dag 62 (95%CI=dag 53 til 67) og på 20E-foder er den 51 (95%CI=dag
49 til 56). For da > RNAiP 4 på kontrolfoder er den dag 53 (95%CI=dag 49
til 56) og på 20E-foder er den dag 51 (95%CI=dag 49 til 53). For da > + på
kontrolfoder er den dag 58 (95%CI=dag 53 til 62) og på 20E-foder er den dag 51
(95%CI=dag 46 til 56).
Ved sammenligning af RNAi-analysegrupperne på kontrolfoder (se figur 8.3a)
ses det, at da > RNAiP 1 ikke har forkortet livslængde i forhold til kontrollen
da > +. Overlevelseskurven for da > RNAiP 1 ligger i en del af forløbet over
overlevelseskurven for da > + og konfidensintervallerne lapper stærkt ind over
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Figur 8.1: Kaplan-Meier overlevelseskurver mutantanalysen: Figuren viser
Kaplan-Meier overlevelseskurver for fluer af genotype park25, elav > Aβ42
og w1118 på henholdsvis kontrolfoder og foder tilsat 20E. Kurverne for park25 er
beregnet på baggrund af 75 fluer i hver kategori, mens kurverne for elav > Aβ42
og w1118 er beregnet for 125 fluer i hver kategori. 95% konfidensintervaller er
medtaget på figuren. park25 på 20E-foder: mørkeblå, park25 på kontrolfoder:
lyseblå, elav > Aβ42 på 20E-foder: mørkegrøn, elav > Aβ42 på kontrolfoder:
lysegrøn, w1118 på 20E-foder: mørkerød, w1118 på kontrolfoder: lyserød.
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Figur 8.2: Kaplan-Meier overlevelseskurver for RNAi-analysen
hinanden. LogRank-test viser da også en p-værdi på p > 0, 3, så Overlevelsesdata
for da > RNAiP 1 og da > + er altså ikke signifikant forskellige. Overlevel-
seskurven for da > RNAiP 4 ligger under da > + og deres konfidensintervaller
er ikke-overlappende i en del af forløbet. LogRank-testen giver en p-værdi på
p < 0, 01 så overlevelsesdata for disse to grupper er signifikant forskellige. Data
fra RNAi-analysegrupperne på kontrolfoder viser altså at knock-out af parkin
med da−Gal4 som driver af UAS −RNAipark i da > RNAiP 1 ikke har haft
signifikant effekt, mens den i da > RNAiP 4 har haft signifikant effekt, omend
umiddelbart ikke med så tydelig en forskel målt i levetid som mellem grupperne
i mutantanalysen.
For da > RNAiP 4 på 20E-foder og på kontrolfoder lapper overlevelseskurver
og konfidensintervaller over hinanden for de to grupper (se figur 8.3d). LogRank-
testen giver da også en stor p-værdi p > 0, 8, der viser at data for da > RNAiP 4
på 20E-foder og på kontrolfoder ikke er signifikant forskellige. For da > RNAiP 1
og da > + på 20E-foder og på kontrolfoder viser det samme billede sig som i
mutantanalysen, nemlig at fluerne på kontrolfoder klarer sig bedre end fluerne
på 20E-foder (se figur 8.3b og figur 8.3c). Konfidensintervallerne overlapper dog
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(a) RNAi-linier på kontrolfoder (b) da > + på 20E- og kontrolfoder
(c) da > RNAiP 1 på 20E- og kontrolfoder (d) da > RNAiP 4 på 20E- og kontrolfoder
Figur 8.3: Kaplan-Meier overlevelseskurver for RNAi-analysen med 95% konfi-
densintervaller. da > + kontrolfoder: sort, da > + 20E-foder: rød, da > RNAiP 1
på kontrolfoder: lyseblå, da > RNAiP 1 på 20E-foder: margenta, da > RNAiP 4
på kontrolfoder: mørkeblå, da > RNAiP 4 på 20E-foder: gul
for en del af kurvernes forløb, men LogRank-testen giver p-værdier på p < 0, 05
for begge genotypegrupper. Så sandsynligheden for, at da > RNAiP 1 og da > +
lever længere på 20E-foderet er altså signifikant lavere end på kontrolfoderet,
omend ikke så tydeligt som for sammenligningen af w1118 på 20E-foder og
kontrolfoder.
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Med forskellig grad af signifikans viser overlevelsesanalysen af både RNAi-
analysen og mutantanalysen en forkortelse af fluernes levetid på 20E-foderet i
forhold til kontrolfoderet. For da > RNAiP 1, da > +, elav > Aβ42 og w1118 er
dette signifikant, mens det for da > RNAiP 4 og park25 ikke er signifikant, men
dog viser samme tendens til ringere overlevelsesevne på 20E-foderet. Koncentra-
tionen af 20E i foderet var 10−4 M. En koncentration valgt ud fra at Simon m.fl.
(2003) ikke ser en påvirkning af deres vildtype hunner af linien Samarkand, når
disse fodres med mad indeholdende koncentrationer af 20E fra 10−5 til 10−3 M.
Dette faktum tolker Simon m.fl. (2003) som at 20E i disse koncentrationer ikke
udviser en toksisk effekt. Mine resultater viser en skadelig effekt af fodring med
10−4 M 20E for vildtypefluerne da > + og w1118 og kunne indikere en toksisk
effekt af 20E ved denne koncentration.
8.2 Klatreevne
Det overordnede forløb af klatreresultaterne for elav > Aβ42 og w1118 viser, at
fluerne som forventet bliver dårligere til at klatre med alderen (se resultater for
10 sekunder i figur 8.4a og figur 8.4b. I Appendiks ses aflæsninger for 5 og 7
sekunder). Som en undtagelse skiller dag 24 hos w1118 sig ud. Parkinsonfluerne
klarer sig dårligt allerede fra dag 1. Det er svært at vurdere deres udvikling, da
kun ganske få fluer klarer den over stregen til 10 sekunder til hvilken som helst
dag (se figur 8.4c). Til dag 1 og dag 4 kommer det samme antal eller flere af
elav > Aβ42 end w1118 fluerne over stregen, men til dag 24, 30 og 34 er der kun
få fluer af elav > Aβ42 genotypen, der klarer det, mens der stadig er w1118 fluer,
der når over stregen. Som beskrevet i 4.1 set i artiklen af Iijima m.fl. (2008) er
der for elav > Aβ42 tale om en motorisk defekt der sætter ind med alderen.
Der ses umiddelbart ingen stor forskel mellem klatreresultaterne mellem fluer
på 20E foder og kontrolfoder for de forskellige genotyper i mutantanalysen. Ten-
densen i materialet for elav > Aβ42 og w1118 er dog at fluerene på kontrolfoder
klarer sig bedre end fluerne på 20E-foder. Der ses altså en lignende tendens i
den motoriske test som i overlevelsesanalysen.
Med hensyn til dag 24, hvor w1118 klarer sig betydeligt bedre end til de
umiddelbart foregående observationsdage, skal det bemærkes at der ikke ses en
tilsvarende forbedring på dag 24 hos elav > Aβ42 fluerne på trods af at observa-
tionerne for elav > Aβ42 og w1118 på dag 24 alle er fra samme videooptagelse.
Tidsperioden for fluernes ophold i klatreanalyserøret varierer som beskrevet i
afsnit 7.4 i Materialer og eksperimentel metode fra 30 til 60 minutter alt efter
hvor mange klatreforsøg der skulle håndteres den pågældende dag. Optagelsen for
elav > Aβ42 og w1118 på dag 24 er den eneste fra den pågældende dato, hvorfor
fluerne sandsynligvis kun har ventet præcis de 30 minutter i klatreanalyserøret.
Dette kunne være forklaringen på den pludselige forbedring hos w1118 fluerne.
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(c) (d)
Figur 8.4: Klatredata for mutantanalysen. Figurerne viser gennemsnit af 5 forsøg
med samme 10 fluer. Fejllinierne angiver standardafvigelser.
At der ikke ses en lignende forbedring hos elav > Aβ42 kunne skyldes, at disse
på dette tidspunkt havde en så forringet klatreevne, at den korte ventetid ikke
gør nogen forskel.
Opvågningstiden på 30 minutter havde til formål, at give fluerne tid til at
komme sig ovenpå bedøvelsen, således at deres evner til at klatre ikke længere var
påvirket af denne. Imidlertid er der hverken mad eller væske i klatreanalyserørene.
Det kunne derfor tænkes, at fluernes klatreevne bliver påvirket af tørst og sult,
hvis de opholder sig for længe i rørene. En mulig test til afklaring af dette
ville være at foretage en øvelse hvor et holdfluers klatreevnetestes i forhold til
opholdsperioden i klatreanalyserørret efter bedøvelse.
På figur 8.4d ses hvor mange park25 og w1118 til der til dag 1 når over stregen
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Figur 8.5: ∆∆CT resultater for udtrykket af E74 med rpl23 som reference gen
og prøve w1118A på 20E-foder som kalibrator. De mørkeste blå ligger der tre
prøver bag middelværdien, de mellemste blå er der to prøver bag middelværdien,
de lyseste blå er der kun en prøveværdi bag. Fejlinierne angiver standardafvigelse
i løbet af 15 sekunder. På dette tidspunkt er fluerne endnu ikke ført over på de
forskellige slags foder, så der burde ikke være forskel på de to grupper indenfor
hver genotype. Imidlertid ses der for både park25 og w1118 en signifikant forskel
imellem de to klatrehold af fluer indenfor hver genotype. Dette indikerer at 10
fluer er for lille analysemateriale. Det skal dog bemærkes, at fluernes alder på
dette første observationstidspunkt er 0 til 2 døgn og fluer, der netop er kommet
ud af puppen, kan tænkes at være dårligere klatrere end de 1 til 2 døgn gamle
fluer.
8.3 qPCR
CT værdier for E74, E75B og rpl23 er benyttet til at beregne de relative genudtryk
af henholdsvis E74 (se figur 8.5) og E75 (se figur 8.6). Kun de genudtryk for
hvilke, det var muligt at aflæse CT værdi for både det pågældende gen og for
referencegenet rpl23, har kunne beregnes.
Ekspression af E74 for elav > Aβ42 fluerne på kontrolfoder var under
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Figur 8.6: Middelværdier af ∆∆CT resultater for udtrykket af E75 med rpl23
som reference gen og prøve w1118A på 20E som kalibrator. De mørkeste blå
ligger der tre prøver bag middelværdien, de mellemste blå er der to prøver bag
middelværdien, de lyseste blå er der kun en prøveværdi bag. Fejlinierne angiver
standardafvigelse
detektionsgrænsen selv efter 40 cykler og ekspressionen blev kun detekteret for
to af de tre E75B prøver. Det er derfor problematisk at lave en egentlig statistisk
sammenligning med de tilsvarende elav > Aβ42 fluerne på 20E foder. Det at
ekspressionen af ecdysoninduserbare gener kan detekteres i elav > Aβ42 fodret
med 20E, men ikke i de tilsvarende fluer holdt på kontrolfoderet uden 20E, viser,
at disse fluer har optaget 20E gennem maden. Tilsvarende gør sig gældende
for w1118 omend antallet af beregnede ∆∆CT værdier for w1118 på kontrolfoder
delvist skyldes, at referencegenet rpl23 også var under detektionsgrænsen for den
ene prøve. Sammenfattende har tilførelsen af eksogent 20E ved den her benyttede
fremgangsmåde haft effekt.
Sammenligning af udtrykket af E74 og E75 i elav > Aβ42 og w1118 fodret
på 20E-foder viser en tendens til et større udtryk af de ecdysoninducerbare gener
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i w1118 fluerne. Denne tendens er for E75 signifikant. elav > Aβ42 fluerne har
altså formentligt lavere niveau af endogent ecdyson end w1118, hvilket viser at
overudtryk af Aβ i CNS medfører reduktion i 20E niveau i Drosophila.
8.4 Immunohistokemifarvning af dopaminproducerende
neuroner
I en del af de immunohistokemifarvede hjerner var det enten ikke muligt af
identificere DA samlinger eller kun en del af PPL2 fremstod på mikroskopibille-
derne. Dette gjorde sig gældende for alle park25, hvor kun PPL2 var mulig at
identificerer i nogle af hjernerne (på figur 8.7e og figur 8.7f ses billeder fra en
park25 på 20E foder og en park25 på kontrolfoder, hvor PPL2 er synlig). I de
hjerner, hvor PPL2 var synlig, sås disse symmetrisk, men ikke nødvendigvis på
samme billede i z-stakken.
I nogle af hjernerne fra elav > Aβ42 og w1118 var det muligt at identificere
flere samlinger. På figur 8.7d ses et billede fra en elav > Aβ42 på kontrolfoder,
hvor særligt mange samlinger var synlige.
Det er fristende at begynde at spekulere i om dette skyldtes en lavere
koncentration af tyrosinhydroxylase og dermed en formindsket produktion af
dopamin. For Whitworth m.fl. (2005) handlede de beskrevne problemer ikke
om en manglende tilstedeværelse af dopaminneuronerne, men derimod om en
så diskret forskel mellem Parkinson fluerne og kontrollerne at optælling af de
enkelte neuroner ved hjælp af et konfokalt mikroskop var nødvendigt.
I artiklen af Whitworth m.fl. (2005) vises det, at tilstedeværelsen af parkin
er nødvendigt for at undgå degenerering af en undergruppe af DA neuronerne i
Drosophila. Whitworth m.fl. (2005) tager billeder med et konfokalt mikroskop med
1 µm intervaller. I deres nærmere undersøgelse af de forskellige DA neuron clusters
finder Whitworth m.fl. (2005) at antallet af DA neuroner i den protocerebrale
posterior laterale (PPL) 1 er signifikanreduceret i 1 dag gamle voksne park25
mutanter sammenlignet med aldersmatchede kontroller. Denne reducering ser de
ikke i det sene puppestadie, mens den er yderligere forstærket i 20 dage gamle
fluer. Da CNS er fuldt udviklet i det sene puppe stadie tolker Whitworth m.fl.
(2005) dette som at der er tale om et progredierende tab af DA neuroner i PPL1
clusteren i den voksne parkin mutant Drosophila hjerne (Whitworth m.fl., 2005).
De i projektet analyserede fluehjerner er 18-19 dage gamle, hvilket burde
give samme resultater som i artiklen af Whitworth m.fl. (2005). Fraværet af
dopaminsamlinger i størstedelen af hjerner skyldes formentligt utilstrækkelig
farvning. At optælle DA neuroner hos Drosophila er stadig ikke et trivielt arbejde.
Drobysheva m.fl. (2008) skriver at mange undersøgelser netop underestimerer
antallet af DA-neuroner (Drobysheva m.fl., 2008). Dette bekræftes i emailkorre-
spondence med Alex Whitworth, University of Sheffield, der fortæller at deres
50 Resultater og diskussion af resultater
laboratorie har haft problemer med TH-antistoffernes virkning.
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(a) w1118 20E (b) w1118 kontrol
(c) elav > Aβ42 20E (d) elav > Aβ42 kontrol
(e) park25 20E (f) park25 kontrol
Figur 8.7: Konfokale mikroskopibilleder af dopaminneuroner i Drosophila mela-
nogaster. Farvet med primær antistof anti-Tyrosine Hydroxylase og sekundært
antistof Alexa Fluor© 555 goat anti-rabbit IgG
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De eksperimentelle resultater i dette projekt viser en effekt i Drosphila ved
fodringen med ecdyson. Imidlertid er det ikke den ønskede gavnlige effekt der gør
sig gældende målt i levetid og motorisk evne. Udfra litteraturen var det forventet,
at ecdyson tilført eksogent i den her anvendte koncentration på 10−4 M ikke
ville have en negativ effekt på fluernes levealder, da selv højere koncentrationer
på 10−3 M er vist af Simon m.fl. (2003) ikke at påvirke levealder negativt hos
deres vildtype hunner af linien Samarkand.
For da > RNAiP 1, da > +, elav > Aβ42 og w1118 viser overlevelsesdata en
signifikant forkortelse i fluernes levetid på 20E-foderet i forhold til kontrolfoderet,
mens det da > RNAiP 4 og park25 ikke er signifikant, men dog udviser samme
tendens til ringere overlevelsesevne på 20E-foderet.
Resultaterne af den motoriske test ved klatreanalyse udviser ikke signifikans.
Imidlertid er der samme tendens til at fluer på 20E-foder klarer sig dårligere end
kontrolfodrede.
Sammenligning af qPCR resultaterne for elav > Aβ42 og w1118 på 20E-
foder sammenlignet med disse på kontrolfoder tyder på, at fodringen med 20E i
koncentrationen 10−4M har haft en virkning omend forskellene ikke kan testes
for signifikans. En signifikant forskel i qPCR resultaterne ses imidlertid ved
sammenligning af udtrykket af det ecdysoninducerbare gen E75 i elav > Aβ42
og w1118 fodret på 20E-foder. Dette tyder på, at niveauet af ecdyson er lavere i
elav > Aβ42 fluerne fodret med ecdyson end i w1118 fluerne fodret med ecdyson.
Formentligt gør det samme sig ligeledes gældende i fluerne på kontrolfoder. En
anden mulig forklaring kan være, at elav > Aβ42 responderer i mindre grad på
ecdyson end w1118 fluerne.
Effekten af østrogen i den menneskelige hjerne er forskellig de to køn imellem
og Nilsson og Gustafsson (2010) skriver at disse kønsforskelle formentligt er den
betydeligste årsag til kønsforskelle i prævalens, sygdomsforløb og sværhedsgrad
af neurodegenerative sygdomme som AD og PD (Nilsson og Gustafsson, 2010).
Ligeledes argumenterer Gillies og McArthur (2010) for, at fundamentale forskelle i
organisering og normal fysiologi af visse regioner i den mandlige og den kvindelige
hjerne er medvirkende til modtageligheden for sygdomme og formentligt også
evne til at respondere på hormonterapi (Gillies og McArthur, 2010).
Hos Drosophila melanogaster er det tilsyneladende netop et forskelligt udtryk
af isoformer af ecdyson receptorer, der styrer hvilke neuroner, der forgår under
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metamorforsen. En gruppe af cirka 300 neuroner i den ventrale del af CNS har
10 gange højere niveau af receptor isoformen EcR-A end andre neuroner under
puppestadiet. Neuronerne er forskelligt artede men undergår alle degenerering i
det tidlige voksenliv, når ecdysteroid niveauet falder i slutningen metamorfosen
(Robinow m.fl., 1993).
I WHIMS-studiet, hvor der sås en øget risiko for udviklingen af demens
hos kvinder, der modtog hormontilskud (HT), var deltagerne alle over 65 år.
Følsomheden overfør steroide kønshormoner aftager angiveligvis ved menopausen,
hvilket kan tænkes at forårsage et meget lille tidsrum for, hvornår en behandling
med HT vil have gavnlig virkning (Pike m.fl., 2009).
Med driveren elav-Gal4 udtrykkes β amyloid i elav > Aβ42 fluerne ner-
vevævet. I hun Drosophila er ovarierne identificeret som det betydeligste hor-
monproducerende væv og må derfor være den væsentligste bidragsyder til det
generelle niveau af ecdyson i Drosophila. Resultaterne af qPCR i dette projekt
viser en generel formindskelse af ecdysonniveauet i elav > Aβ42 hunner. Ud-
tryk af transgent Aβ42 i nervevævet har altså tilsyneladende en indvirkning på
steroidsyntesen i ovarierne.
I projektet benyttes Drosophila parkin mutanter og β amyloid 42 transgene
som model for menneskelig AD og PD. Ved valg af disse modeltyper er det væ-
sentligt i Parkinson tilfældet at forholde sig til, at der ses på en Drosophilamodel
for en familiære form for Parkinson Autosomal recessive juvenile parkinsonism
(AR-JP) som på visse punkter afviger fra den sporadiske form. I Alzheimers
tilfældet med den transgene β amyloid 42 flue ses på βamyloid 42 som den udlø-
sende faktor for Alzheimer. I dette tilfælde tages der udgangspunkt i „Amyloid
hypotesen“, hvor βamyloid 42 anses for den udløsende faktor.
Selvom der ved AR-JP ikke ses Lewy Body dannelse som er en af kendetegnene
ved sporadisk PD, så ses det andet primære kendetegn i form af tab af DA
neuroner. Whitworth m.fl. (2005) argumenterer for at tabet af DA neuroner i
Drosophila parkin mutanter sker ved en mekanisme lig den i sporadisk PD. I
sporadisk PD indgår oxidativt stress tilsyneladende som en del af patogenesen.
Whitworth m.fl. (2005) viser at DA degenerationen i parkin mutanter kan redes
ved overekspression af glutathion S-transferase, der er indgår i cellulært respons
på oxidativt stress (Whitworth m.fl., 2005).
En af fædrene til amyloidhypotesen, John Hardy, skriver i en artikel ((Hardy,
2009)), at formålet med hypotesen ikke var en akademisk øvelse, men derimod
et forsøg på at fokusere forskningen på emner, der mest sandsynligt ville give
kliniske resultater (Hardy, 2009). Jeibmann og Paulus (2009) skriver, at man ikke
kan bruge Drosophila som modelorganisme for immunologiske sygdomme som
for eksempel Multiple Sclerose. Man skal være opmærksom på forskelle mellem
vertebrater og invertebrater (Jeibmann og Paulus, 2009). Der er i forskningen
vedrørende Alzheimers Sygdom mere og mere fokus på immunologiske forhold
ved sygdommen (Bonifati og Kishore, 2007) og brugen af antiinflammatorisk
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medicin så som ibuprofen sænker risikoen for sygdommen(Emmerling m.fl., 2000).
Det kan derfor tænkes, at visse dele at AD ikke gengives i Drosophila modeller for
sygdommen. Andre studier af den transgene A β 42 Drosophila model har vist,
at denne udviser degenerering af dele af hjernen samt hukommelsesproblemer.
I dette projekt, som også vist i andre studier, er set en reduceret levetid og
forringet motorisk evne. Projektets formål er at se på steroiders neoroprotektive
effekt i forhold til AD og PD. En vigtig motivation for dette er fundet af nedsat
steroidhormonniveauer hos AD og PD patienter. En vigtig observation i dette
projekt er, at der i AD Drosophila modellen elav > Aβ42 tilsyneladende er
lavere niveau af 20E eller at de responderer i ringere grad på hormonet end fluer
af typen w1118. Denne observation understøtter brugen af elav > Aβ42 som
model for AD i forskning vedrørende steroiders rolle i patogenesen og eventuelle
neuroprotektive virkning.
9.1 Konklusion
Projektet havde til formål at bidrage til belysning af hvorvidt steroidhormoner
har en neurobeskyttende effekt, således at disse beskytter mod udviklingen af de
neurodegenerative sygdomme Parkinsons Sygdom og Alzheimers Sygdom. Det
eksperimentelle arbejde i projektet har ikke kunne vise en gavnlig effekt af fodring
med 20-hydroxyecdyson (20E) hos Drosophila modeller for Alzheimers Sygdom
og Parkinsons Sygdom målt i forlænget levetid og forbedret motorisk evne. Den
i projektet anvendte koncentration på 10−4 M 20E i foderet viste sig ligefrem at
have en signifikant forkortende effekt på Alzheimer modellen og kontrolfluernes
levetid. Hos Parkinson modellerne var tendensen den samme omend forskellen
ikke var signifikant. Ved qPCR sås en ændring i steroidniveau eller signalering
i modellen for Alzheimers Sygdom, hvilket understøtter brugbarheden af Dro-
sophila-modeller i forskningen vedrørende steroidhormoners neurobeskyttende
effekt i forhold til neurodegenerative sygdomme som Parkinsons og Alzheimers
Sygdom
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A Appendiks
Hvis konfidensintervallet indtegnes som trappefunktioner ligesom overlevelsekur-
ven kan dette ifølge Andersen og Væth (1984) bruges til at aflæse konfidensinter-
vallet for medianlevetiden. På figur A.1 ses dette udført for w1118 fluerne ved, at
der tegnes en streg ud fra S(t) = 0.5 og skæringspunkterne for denne streg med
kurverne kan aflæses som henholdsvis middellevetider og konfidensintervaller. Ud
fra dette ser det ud til at middellevetiden for w1118 på 20E-foder ligger mellem
dag 47 til 56, mens den for w1118 på kontrolfoder ligger mellem dag 65 og dag 68.
Figur A.1: Kaplan-Meier overlevelseskurver forsøgsopstilling 2: På figuren ses
Kaplan-Meier overlevelseskurver for W118E og W118K, samt disses 95% konfi-
densintervaller. W118E: mørkerød, W118K: lyserød
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Figur A.2: Klatreøvelse i rør med diameteren 25 mm og en streg 7 cm fra bunden
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Figur A.3: Klatreresultater for mutantanalyse til supplerende tider
